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RESUMEN 
 
 
El caracol pala (Strombus gigas) posee una diversidad bacteriana poco estudiada que 
puede influir en la nutrición, el metabolismo, el estado físico del hospedero, entre otros 
aspectos, por esa razón su microbiota bacteriana representa un recurso de imperativo 
interés ecológico y biotecnológico. El objetivo principal de este estudio fue determinar 
la diversidad bacteriana asociada al caracol, sus afiliaciones filogenéticas y el potencial 
bioactivo de algunos aislados bacterianos. Metodologías de microbiología convencional 
y herramientas moleculares dependiente e independientes de cultivo como la 
electroforesis por gradiente de desnaturalización (DGGE), fueron usadas para estudiar 
la diversidad presente en la baba, el alimento y el intestino de caracoles silvestres y en 
cautiverio de las Islas del Rosario, Colombia.  
Los perfiles de bandeo resultantes del DGGE fueron evaluados usando el programa 
GelCompar II (Applied Maths TX, USA) y los análisis filogenéticos de las 
comunidades bacterianas estudiadas revelaron una diversidad moderada, la cual se 
estableció por un número variable de bandas detectadas por DGGE. Se encontraron 
además diferencias entre las estructuras de las comunidades bacterianas asociadas a los 
caracoles en cautiverio con respecto a las encontradas en caracoles silvestres, sugiriendo 
una estrecha relación de poblaciones con el hábitat de los caracoles. Las afiliaciones 
filogenéticas fueron determinadas por secuenciación del gen rRNA 16S; las secuencias 
fueron agrupadas en cuatro clases: β-proteobacterias, γ-proteobacterias, Firmicutes y 
Actinobacterias; algunas de estas secuencias están relacionadas con microorganismos 
importantes en procesos de defensa y descomposición orgánica. Adicionalmente, los 
estudios sobre el potencial bioactivo en bacterias asociadas al caracol pala indican que 
algunas poseen propiedades antibacterianas e hidrolíticas. Actividades amilasas, 
celulasas, proteasas y lipasas fueron exhibidas por bacterias asociadas a la baba y el 
intestino de caracoles. Los aislados de Exiguobacterium y Psychrobacter fueron los 
géneros más versátiles en cuanto a producción de enzimas. En general las bacterias 
encontradas con actividad podrían desempeñar un papel en la transformación de materia 
VI 
 
orgánica y nutrición en caracoles, funciones que aún no han sido evaluadas. En este 
estudio, el análisis de las secuencias del rDNA 16S y de los perfiles obtenidos por 
DGGE permitieron inferir sobre la presencia de comunidades bacterianas únicas, 
diversas e igualmente complejas en el caracol, asimismo este trabajo es el primer 
reporte sobre la evidencia de hidrolasas extracelulares en bacterias asociadas a S. gigas, 
que pueden ser de importancia ecológica y un recurso de interés biotecnológico para 
nuestro país. 
 
Palabras claves: caracol pala, S. gigas, DGGE, rRNA 16S, diversidad, hidrolasas 
extracelulares, antibacterianos. 
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ABSTRACT 
 
 
The Queen Conch (Strombus gigas) has a poorly studied bacterial diversity that may 
influence on the animal metabolism, nutrition, physical condition and others aspects, for 
that reason its bacterial microbiota represent a resource of ecological and 
biotechnological interest. The aim of this study was to determinate the bacterial 
diversity associated with the Queen Conch and bioactive potential of some bacterial 
isolates. Conventional microbiological methods and culture-dependent and independent 
molecular tools such as denaturing gradient electrophoresis (DGGE) were used to assess 
the diversity presence in mucus, food and gut from wild and captive conchs from 
Rosario Islands, Colombia.  
DGGE profiles were analyzed using GelCompar II software package (Applied Maths 
TX, USA). The phylogenetic analysis of bacterial communities showed a moderate 
diversity established by a variable number of bands detected by DGGE. We also found 
differences between bacterial communities structures associated with captive and wild 
conch, suggesting that populations are more related to the habitat. 
Phylogenetic affiliation of conchs-associated bacteria was assessed by 16S rRNA gene 
sequencing; the sequences were grouped into four classes: β-proteobacteria, γ-
proteobacteria, Firmicutes, and Actinobacterias, some of these sequences are related to 
microorganisms involved in defense processes and organic decomposition. Additional 
studies about the bioactive potential in bacteria associated with conch suggest that there 
are a significant proportion of bacteria that display antibacterial and hydrolytic 
activities. 
Bacteria associated with mucus and gut from conchs exhibited production of hydrolytic 
enzymes as well as amylases, cellulases, proteases and lipases. Psychrobacter and 
Exiguobacterium have been found to be the most versatile genus because of the 
production of multiple enzymes activities. As a result, these bacteria would have an 
important facultative role in the transformation of organic matter and conch’s nutrition, 
which has not yet been discussed. 
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In this study, analysis of 16S rDNA sequence and DGGE profiles obtained allow us to 
infer about the presence of unique, different and equally complex bacterial communities 
in the Queen Conch. To date this is the first study about the characterization and 
extracellular enzymatic activities of bacteria associated with the Queen Conch in 
Colombia which will be of interest in an ecological and biotechnological context. 
 
 
Keywords: Queen Conch, DGGE, 16S rRNA, diversity, extracellular hydrolases 
antibacterial. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
  
Los microorganismos se encuentran dispersos en los océanos libres o formando 
asociaciones complejas con organismos marinos (Ashen y Goff, 2000). El creciente 
interés en el estudio de estas asociaciones, es consecuencia de los caracteres únicos que 
los microorganismos aportan a su individuo hospedero. Identificar en detalle la 
diversidad microbiana asociada y las características metabólicas, es fundamental para 
empezar a entender la conexión entre huésped-microbio, las variaciones en las 
poblaciones de microorganismos entre especies y de acuerdo al hábitat, y sí éstos 
microbios son fuentes de moléculas bioactivas importantes para el hospedero con 
aplicaciones adicionales en la industria y la biotecnología. El caracol pala, habita en las 
aguas de las costas del mar Caribe (Brownell y Stevely, 1981), es un molusco de gran 
importancia ecológica y socioeconómica en el área caribeña colombiana, una especie 
bajo amenaza y representa uno más, en la amplia lista de hospederos de 
microorganismos marinos con una microbiota poco estudiada. 
 
Estudios previos sobre la diversidad en caracoles fueron llevados a cabo por métodos 
clásicos en microbiología (Ducklow, 1979). Se sabe que las bacterias necesitan 
requerimientos nutricionales más exigentes para su crecimiento, estimándose que el 
99% de los microorganismos presentes en la naturaleza no pueden ser estudiados 
usando métodos dependientes de cultivo (Schloss y Handelsman, 2005). El desarrollo 
de técnicas basadas en la amplificación de genes ha permitido a los investigadores 
acceder a las poblaciones no cultivables hasta el momento. 
 
Aunque algunos estudios se han centrado en la diversidad microbiana, la obtención de 
compuestos bioactivos y la búsqueda de nuevos genes biocatalizadores, (Jiang et al., 
2010; Nishimura et al., 2010), la diversidad marina permanece aún poco explorada. El 
ambiente marino es realmente complejo, con condiciones especiales de luminosidad, 
alta salinidad, altas presiones y bajas temperaturas, lo cual puede contribuir a 
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significativas diferencias entre las enzimas generadas por los microorganismos marinos 
y enzimas análogas obtenidas de microorganismos terrestres (Zhang y Kim, 2010). Las 
bacterias del suelo siguen siendo ampliamente estudiadas, sin embargo, hay una notable 
disminución en el hallazgo de nuevos productos a partir de éstas, estimándose que más 
del 90% de los cultivos microbianos productores de compuestos bioactivos descubiertos 
producen agentes ya descritos (Fenical, 1993). Por ello, la exploración se ha dirigido 
hacia otros ambientes, como los sedimentos de los ríos, lagos y océanos, así como a las 
plantas y animales acuáticos, que brindan la posibilidad de encontrar cepas microbianas 
nativas no descritas, capaces de producir nuevos metabolitos secundarios 
biológicamente activos (Jensen y Fenical, 1994).  
 
Muchos estudios relacionados con la diversidad marina se han enfocado en bacterias 
extremófilas. Zhang et al., (2007) caracterizaron un gen de lipasa de Psychrobacter sp., 
adaptado al frio y aislado de sedimentos en las profundidades del mar. Otros estudios se 
han orientado hacia bacterias mesófilas como los realizados por Shanmughapriya et al., 
(2010) en el que caracterizaron una enzima celulasa de una bacteria asociada a una 
esponja la cual es estable a pH alcalinos. La actividad óptima de las enzimas marinas 
ocurre en alta salinidad, haciendo que estas enzimas sean realmente útiles en muchos 
procesos industriales que involucran condiciones similares. Adicionalmente, muchas de 
esas enzimas son termotolerantes, permaneciendo estables a temperatura ambiente por 
largos períodos de tiempo (Mohapatra et al., 2003). 
 
Esta investigación pretendió hacer un análisis molecular de la diversidad de las 
poblaciones presentes en materiales biológicos (baba o mucus, intestino y alimento) 
asociados al caracol pala, utilizando técnicas dependientes (Cultivo, extracción de 
DNA, PCR, y DGGE-cultivables) e independientes de cultivo (Extracción de DNA, 
PCR y DGGE-no cultivables). El campo de la biología molecular ha avanzado con 
tecnologías innovadoras que han permitido nuevos descubrimientos. La habilidad para 
extraer y aislar el DNA, la amplificación de genes de grupos específicos de 
microorganismos por PCR y la obtención de datos de las secuencias de genes ahora son 
eventos rutinarios. Los genes ribosomales son ampliamente usados como marcadores 
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moleculares para identificar especies morfológicamente indistinguibles o para inferir 
sus relaciones filogenéticas y elucidar la diversidad microbiana. 
Este trabajo tuvo también como propósito adicional, la exploración de propiedades 
bioactivas y enzimáticas de algunos de los aislados de la microbiota del caracol. En 
estos aislados fue evaluada la actividad antibacteriana de los metabolitos secundarios 
producidos y la presencia de enzimas como las amilasas, proteasas, celulasas y lipasas 
en general en medios de cultivos y su posterior cuantificación. Las cepas bacterianas 
fueron caracterizadas morfológica y genotípicamente.  
En ese contexto a través de las metodologías desarrolladas en este estudio se da un 
acercamiento para inferir sobre la diversidad bacteriana del caracol pala del Caribe 
Colombiano, así como del potencial bioactivo de la microbiota asociada a caracoles 
silvestres y en cautiverio. 
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2. HIPÓTESIS 
 
 
La hipótesis general está fundamentada en que existen modificaciones en las 
poblaciones microbianas de un hospedero específico de acuerdo a su hábitat; la 
habilidad de los microorganismos marinos para establecer relaciones simbióticas con su 
hospedero y producir moléculas asociadas a los procesos de defensa del huésped y 
enzimas participantes en la degradación orgánica, digestión y conservación del hábitat 
natural donde se encuentren.  
¿Cómo varían las poblaciones microbianas entre hospederos? ¿Existe una relación entre 
las poblaciones microbianas de los caracoles silvestres y en cautiverio? ¿Son estos 
microorganismos importantes en el área biotecnológica? Explorando esta hipótesis en el 
caracol pala, esperando que existan relaciones entre las poblaciones microbianas 
asociadas a los caracoles silvestres y entre los caracoles en cautiverio, y que las 
bacterias aisladas estén vinculadas a la producción de moléculas bioactivas 
(antimicrobianas) e hidrolasas. Teniendo en cuenta lo anterior las hipótesis son las 
siguientes: 
 
Hipótesis 1: La diversidad microbiana entre caracoles en estado silvestre y entre 
caracoles en cautiverio está relacionada, teniendo en cuenta que los microorganismos 
colonizan hospederos específicos de acuerdo a su hábitat.   
 
Hipótesis 2: Las poblaciones microbianas en el caracol están relacionadas con la 
producción de antimicrobianos y enzimas hidrolíticas, considerando evidencias 
reportadas sobre la producción de biocatalizadores y antimicrobianos en especies 
bacterianas asociadas a otros huéspedes marinos eucariotas, en donde se ha sugerido la 
participación de las hidrolasas en procesos de digestión y nutrición del huésped y la 
presencia de metabolitos implicados en la respuesta y acción frente a patógenos 
microbianos de interés para la industria. 
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3. ESTADO DEL ARTE 
 
 
3.1. Strombus gigas  
 
Es un meso gastrópodo prosobramquio de la familia Strombidae, que tienen una concha 
gruesa y pesada con una aguja cónica ornamentada. A menudo tienen un labio 
extendido en forma de ala y la coloración varía desde blanco a marrón claro, con 
abertura y labio externo de color rosa intenso. Es el más grande de las siete especies de 
Strombus en el Caribe (Randall, 1964).  
 
Conocido como caracol pala, que habita el Caribe, el golfo de México, sur de Florida, 
las Bahamas y Bermudas, su pesca fue alguna vez la segunda con más valor en la región 
(Berg y Olsen, 1989) con una producción estimada en 30 millones de dólares en 1992 
(Creswell, 1994). El continuo decline de esta especie provocó que fuese clasificada 
como comercialmente amenazada por la Convención Internacional del Comercio de 
Especies de fauna y flora silvestre en Peligro (CITES) en 1992. La disminución en la 
abundancia del caracol persistió y la CITES lo ubicó en el apéndice II, lo cual requería 
del tratado entre naciones para el manejo de las reservas desde cerca, y monitorear 
cuidadosamente las exportaciones para prevenir la extinción de la especie. Durante 
siglos el caracol ha sido cosechado como alimento, sin embargo, en las últimas décadas 
la pesquería comercial a gran escala se desarrolló, principalmente como respuesta al 
aumento de la demanda internacional de la carne. El precio mayorista de los 
desembarcos anuales se ha estimado en 60 millones de dólares estadounidenses. Las 
caracolas también se usan y se comercian como curiosidad y recuerdos turísticos, pero 
son consideradas como subproducto del comercio de la carne (Glazer y Berg, 1992). 
 
3.1.1. Distribución y hábitats  
Se encuentra en el Océano Atlántico Occidental, está distribuido a lo largo de todo el 
Atlántico tropical noroccidental incluyendo Bermudas, los Cayos de la Florida, las 
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Antillas Mayores y Menores y las costas del Caribe de América Central y América del 
Sur hasta Brasil, encontrándose en el Golfo de México (Brownell y Stevely, 1981). El 
caracol es conocido por varios nombres a lo largo de su área de distribución, 
incluyendo: botuto o guarura (Venezuela); cambombia (Panamá); cambute (Costa 
Rica); caracol abulon (Guatemala); caracol gigante (Honduras); caracol pala 
(Colombia); caracol rosado (México); carrucho (Puerto Rico); cobo (Cuba); y lambi 
(isla de La Española y Antillas Francesas). Su presencia ha sido reportada en arrecifes 
de coral, fondos rocosos y arena, localizado en praderas de fanerógamas marinas 
(Thalassia testudinum y Syringodium filiforme), donde se alimenta de epifitos, detritos 
de pastos, macroalgas (Cladophora sp. Polysiphonia, Laurencia sp., Enteromorpha sp. 
y otras especies de rodófitas y clorófitas), (Randall 1964; Alcolado 1976) y microalgas  
 
En Colombia a comienzos de la década de los años setenta, las principales áreas de 
pesca comercial del caracol pala del Caribe eran el Archipiélago de San Bernardo y las 
Islas del Rosario. Sin embargo, en 1977 estas áreas fueron clausuradas después de que 
tuvo lugar una sobrepesca sustancial y por consiguiente los pescadores se retiraron a 
nuevas áreas, principalmente en los Archipiélagos de San Andrés y de Providencia 
(Mora, 1994). La mayor parte de la pesquería opera en la Península de la Guajira y en 
los Archipiélagos de San Andrés y de Providencia (González, 2002). A principios de la 
década de los años noventa se llevaron a cabo varios estudios, incluyendo morfológicos 
y muestreos de abundancia en las principales áreas de pesca de los Archipiélagos de San 
Andrés y de Providencia (Ospina et al., 1996).  
 
3.1.2. Microbiota de caracoles silvestres y en cautiverio 
Actualmente los estudios sobre el caracol están orientados hacia la búsqueda de 
alternativas para su preservación, desde la biología de estos invertebrados hasta la 
comprensión de su microbiota. En la última década, investigadores han reunido 
esfuerzos en procura de identificar los microorganismos (bacterias y parásitos) 
asociados al caracol (Acosta et al., 2009; Aldana et al., 2011; Rodríguez et al., 2011). 
¿Cómo cambian las poblaciones de parásitos de acuerdo a su nicho?, ¿el efecto de estos 
microbios sobre el caracol? Son preguntas que están empezando a ser respondidas, sin 
embargo, aún son pocos los estudios en esta área. 
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El proceso de recuperación de las poblaciones del caracol debe integrar los 
conocimientos genético molecular, la variabilidad genética, el crecimiento, la 
reproducción, el estudio de la ecología microbiana, con el fin de mejorar las estrategias 
de repoblamiento y cultivo para la conservación de esta especie.  
 
 
3.2. ECOLOGÍA MICROBIANA 
 
Hace 3800 millones de años la vida procariota emergió, 2000 millones de años más 
tarde la vida eucariota surgió. Se ha observado que las formas de vida procariota se han 
encontrado en imaginables nichos ecológicos en la tierra (Xu, 2006). El estudio de los 
microorganismos: archaeas, bacterias, protistas y hongos a través de la ecología 
microbiana ha permitido conocer sus hábitats, esclarecer sus interacciones entre ellos y 
otros grupos de organismos, y entender como individuos tan pequeños son capaces de 
conservar su ambiente y su diversidad. En el pasado parte de la información sobre la 
diversidad y actividad microbiana de hospederos marinos algas, corales, peces, 
caracoles en general, era derivada de técnicas dependientes de cultivo, sólo una pequeña 
fracción de los microorganismos era cultivado, así que nuestro conocimiento sobre la 
densidad (Whitman et al., 1998) y diversidad microbiana hasta entonces era limitado e 
incierto, sin embargo, desde mediados de la década de los 80, la perspectiva que se tenía 
sobre la diversidad microbiana mejoró con la implementación de nuevas herramientas 
moleculares para el análisis filogenético de organismos no cultivados (Head et al., 
1998). El estudio de la diversidad bacteriana (microbios benéficos y patógenos) en 
vertebrados e invertebrados marinos ahora es más frecuente y sin dudas ha mejorado 
(Radjasa et al., 2008; Kvennefors et al., 2010; Tanu et al., 2011). 
 
3.2.1. Herramientas genómicas para el estudio de la diversidad microbiana 
Genómica es un término utilizado para describir una disciplina en genética relacionada 
con el mapeo, secuenciación y análisis funcional de genomas completos. El análisis 
funcional incluye aspectos relacionados con el RNA transcrito (transcriptómica), 
proteínas (proteómica), y metabolitos (metabolómica).La disciplina que usa métodos 
genómicos para el análisis de las comunidades ecológicas naturales ha sido llamada 
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metagenómica, entre los métodos genómicos se destacan la secuenciación y análisis de 
secuencias de DNA, microarreglos, electroforesis por gradiente de desnaturalización 
(DGGE), entre otros.  
 
3.2.2. Estrategias usadas para la identificación de especies bacterianas en ecología 
microbiana 
Son varias las estrategias utilizadas para la identificación y caracterización de 
microorganismos, a continuación se describen algunas de ellas: 
 
3.2.2.1. Caracterización de fenotipos 
La utilización de sustratos y la producción de productos bacterianos proveen 
importantes datos para el estudio de la diversidad funcional. La caracterización 
fenotípica es útil para el estudio e identificación de genes que codifican proteínas, las 
cuales pueden tener aplicaciones industriales. Una combinación de información del 
genotipo y el fenotipo es requerida para la correcta descripción y clasificación de 
bacterias (Rosselló et al., 2001). 
 
3.2.2.2. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
La exploración de la biodiversidad por PCR es el método más frecuentemente utilizado 
en estudios de genes rRNA 16S; la información obtenida del proceso de amplificación 
del DNA por PCR puede compararse con técnicas como ARDRA (Análisis de 
Restricción de rDNA amplificado); DGGE (Electroforesis en Gel por Gradiente de 
Desnaturalización); TTGE (Electroforesis en Gel por Gradiente de Temperatura); RFLP 
(Polimorfismo de Longitud por Fragmentos de Restricción) y microarreglos a través del 
análisis de patrones. Esas técnicas permiten la detección rápida y sensible de la 
diversidad bacteriana independiente de cultivo (Dahllöf, 2002).  
 
3.2.2.3. Secuenciación del DNA 
Los principios básicos para la secuenciación del DNA fueron establecidos a mediados 
de 1970, no obstante, hubo que esperar hasta 1990 para que un método eficiente de 
secuenciación basado en el uso de dideoxiribonucleotidos fuera desarrollado. En el 
presente un alto volumen de datos de secuencias de DNA es encontrado en instituciones 
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académicas y laboratorios de biología molecular. Las bases de datos de genomas listan 
aproximadamente 1268 genomas completos, que en su gran mayoría son de microbios. 
Hoy en día es necesario el uso de varios métodos para la identificación y caracterización 
de especies bacterianas, para el estudio y determinación de la diversidad de sus 
dominios (Bernardet et al., 2005; Dahllöf, 2002). 
 
3.2.2.4. Estudio de la diversidad y bioprospección en bacterias asociadas al caracol 
pala  
El uso de nuevos enfoques dependientes e independientes de cultivo para el estudio y 
análisis de la composición de las comunidades bacterianas en hábitats marinos y 
terrestres cada vez es más frecuente. El análisis del gen rRNA 16S, con secuencias 
altamente conservadas entre especies distantes ha llegado a ser un modelo útil para el 
estudio de la evolución y las relaciones filogenéticas entre especies bacterianas 
(McInerney et al., 2002) a pesar de que ofrece poca información sobre la evidencia de 
genes funcionales (Hugenholtz et al., 1998; Schloss et al., 2004). La diversidad 
microbiana asociada al caracol pala puede ser objeto de estudio mediante el uso de los 
enfoques mencionados con anterioridad, en procura de descubrir la diversidad e 
identificar los miembros vinculados a este huésped eucariota. Muchos microorganismos 
son habitantes naturales de otros seres vivos, y en general se localizan dentro de sus 
cavidades, sobre epitelios o el lumen de órganos. Normalmente estos microorganismos 
desempeñan funciones benéficas para el hospedero, puesto que se encuentran en 
algunos casos participando en procesos de degradación de los alimentos que de otra 
manera serían imposibles de digerir por el organismo anfitrión. El caracol pala no es la 
excepción, y se ha podido establecer que es hábitat de gran diversidad de 
microorganismos, sin embargo, es escasa la información existente sobre la flora 
asociada al caracol y su relación con su desarrollo. En ciertas especies de caracoles se 
han descrito características de la baba, involucrando su acción bactericida por acción de 
una glicoproteína (Kubota, 1985). La flora bacteriana en otros caracoles ha sido descrita 
a través de caracterización fenotípica de las cepas aisladas en cultivo y ha sido 
relacionada con el tamaño de los caracoles. Los géneros bacterianos encontrados 
incluyeron Pseudomonas, Acinetobacter, Aeromonas, Vibrio y algunos pertenecientes a 
la familia Enterobacteriaceae. Con un predominio de la presencia de Vibrio extorquens 
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y Pasteurella sp. Estas bacterias corresponden tanto a microbiota normal como a 
bacterias presentes en la alimentación del caracol (Ducklow, 1979). El uso de técnicas 
de microbiología molecular como la amplificación de las regiones espaciadoras entre 
los genes del rRNA 16S-23S y el análisis de las secuencias del gen rRNA 16S en un 
estudio previo en el caracol pala, ha conducido al descubrimiento de géneros no 
descritos previamente en este caracol como Psychrobacter y Halomonas (Acosta et al., 
2009). Usualmente los microorganismos establecen con su hospedero una relación 
simbionte en la que estos aportan ventajas a cambio de protección y alimento, teniendo 
en cuenta además que las superficies y los espacios internos de los huéspedes eucariotas 
son más ricos en nutrientes que el agua de mar y muchos sedimentos (Mohapatra et al., 
2003). Entre las ventajas aportadas por la microbiota natural de un organismo se pueden 
citar protección frente a microorganismos patógenos invasores y aporte enzimático en la 
degradación de sustratos utilizados como alimento; esta última es quizá una de las 
ventajas más importantes debido a que el uso de bacterias productoras de 
polisacaridasas y proteasas como probióticos en el cultivo de crustáceos con resultados 
positivos sobre su crecimiento demuestran la importancia de éstos microbios y sus 
enzimas en los procesos digestivos (Ahmadnia et al., 2012). La presencia de bacterias 
productoras de moléculas biocatalizadoras en algas, caballitos de mar (Hippocampus 
kuda) y peces marinos (Sugita et al., 1996) (Holmstrom y Kjelleberg, 1999) (Tanu et 
al., 2011) indican que es posible encontrar bacterias en el caracol productoras de 
enzimas con una notable actividad, las cuales posteriormente pueden ser caracterizadas 
para ser utilizadas en diversos procesos industriales. Los microorganismos y 
particularmente sus propiedades catabólicas, son utilizadas en una amplia gama de 
procesos como la descontaminación de aguas residuales, transformación de desechos de 
origen vegetal, producción de biopesticidas y metabolitos de interés farmacéutico, 
industrial, alimenticio, agrícola, entre otros (Gupta et al., 2003). Estos organismos son 
utilizados en países desarrollados como fuente de enzimas amilasas, celulasas, 
xilanasas, proteasas, DNA polimerasas, lipasas, esterasas, etc. 
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3.3. BÚSQUEDA DE NUEVOS ANTIBACTERIANOS EN LAS BACTERIAS 
ASOCIADAS AL CARACOL PALA  
 
Actualmente se utilizan un gran número de antibióticos para proteger a los humanos y 
animales contra infecciones, y en la producción de alimentos en el sector agrícola e 
industrial. Por múltiples razones se ha reportado el aumento en el número de bacterias 
resistentes a los antibióticos disponibles en el mercado, lo cual ha conllevado a la 
necesidad y por tanto búsqueda de nuevas estructuras moleculares (Cabello et al., 
2004). Los microorganismos cuentan con mecanismos diferentes para resistir la acción 
de los antibióticos tales como la síntesis de enzimas como las β-lactamasas, mutaciones 
en su material genético y la presencia de plásmidos, entre otros (Fuchs et al., 1994).  
En este momento la búsqueda y descubrimiento de nuevos antibióticos producidos por 
colecciones de microorganismos aislados de forma natural, y/o de cepas modificadas 
genéticamente es constante. La obtención de nuevos compuestos es un elemento 
importante en la lucha contra un gran número de infecciones causadas por patógenos 
resistentes a antibióticos (Nathan, 2004). 
Hasta el momento, el mayor esfuerzo en la búsqueda de nuevos antibacterianos se ha 
concentrado en ambientes terrestres, en comparación con la pequeña atención que se le 
ha prestado a los metabolitos derivados de microbios marinos. Para finales del año 
2008, tan sólo aproximadamente 3000 metabolitos microbianos de recursos marinos 
habían sido reportados, mucho menos, que el número de compuestos aislados de otros 
recursos naturales (Rahman, 2008). Una vieja creencia científica que argumentaba que 
el mar contenía pocos microbios fue la razón principal para pasar por alto los 
metabolitos secundarios de microorganismos marinos por mucho tiempo. El ambiente 
marino con su microflora diversa se ha convertido en un recurso promisorio de nuevas 
fábricas de antibióticos (Faulkner et al., 2004).  
Los compuestos derivados de actinomicetos aislados del suelo, han proporcionado una 
fuente rica en moléculas bioactivas por más de cinco décadas, produciendo más de 
100000 compuestos, incluyendo el 70% de los antibióticos descubiertos a partir de 
fuentes naturales (Berdy, 2005). La escasez de nuevos antibióticos emerge a finales de 
1960 y el reto actual en la lucha contra enfermedades infecciosas resistentes a ellos, 
resalta la importancia de los descubrimientos sobre la nueva diversidad química de 
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fuentes naturales. Las bacterias marinas podrían convertirse en una fuente importante de 
compuestos útiles en el tratamiento de enfermedades nosocomiales y recalcitrantes, 
como las causadas por el MRSA y VRE (Rahman et al., 2010). 
La adaptación al ambiente marino supone un factor impulsor de la diversidad química, 
considerando que el entorno competitivo de algunos nichos, como ocurre con las 
bacterias epífitas asociadas con las superficies de las algas (Boyd et al., 1999; Mearns-
Spragg et al., 1998) puede fomentar el desarrollo de especies capaces de producir 
metabolitos antibacterianos.  
Existen reportes de bacterias aisladas en medios marinos con actividades enzimáticas, 
producción de metabolitos secundarios y de nuevos antibióticos (Wiese et al., 2009), 
que se han reportado para ser usados como probióticos (Das et al., 2008) entre otras 
características. La existencia de comunidades microbianas únicas con propiedades 
antimicrobianas han sido descrita previamente en un número significativo de 
hospederos marinos: peces perciformes (Callionymus sp.), esponjas, briozoos, (Sugita et 
al., 1998; Anand et al., 2006; Heindl, 2010) e incluso moluscos (Romanenko et al., 
2006). En ese orden de ideas podría sugerirse la presencia de microorganismos 
productores de sustancias biológicamente activas en el caracol pala. El estudio de las 
propiedades bioactivas de las bacterias asociadas al caracol constituye el principio hacia 
el esclarecimiento del rol de estos microorganismos en el caracol, su participación en la 
respuesta innata en la defensa frente a patógenos y el desarrollo de nuevos 
antimicrobianos.  
 
 
3.4. HIDROLASAS EXTRACELULARES EN BACTERIAS 
 
En bioquímica una hidrolasa es una enzima que cataliza la hidrolisis de una unión 
química.  
Por ejemplo, una enzima que cataliza la siguiente reacción es una hidrolasa: 
A-B + H2O → A–OH + B–H 
 
El nombre sistemático de las hidrolasas está formado como hidrolasa sustrato, sin 
embargo, el nombre común esta dado típicamente en la forma de sustrato, por ejemplo, 
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las esterasas incluyen lipasas, que rompen uniones éster (entre un ácido carboxílico y un 
alcohol) en lípidos. Usualmente las hidrolasas dividen moléculas grandes en dos 
moléculas pequeñas. Ejemplos de hidrolasas comunes incluyen esterasas, proteasas, 
glicosidasas, nucleosidasas y lipasas. 
El estudio en bacterias es de gran importancia, puesto que ellas pueden producir 
compuestos de interés en la industria, como hidrolasas extracelulares que tienen 
diversos usos en las ciencias biomédicas y la industria química (Margesin y Schinner, 
2001).  
Enzimas como las amilasas, celulasas y proteasas son ampliamente usadas en la 
industria para la manufactura de drogas, alimentos, jarabes y dulces, o bien en el 
procesamiento textil y del cuero (Wiseman, 1985). Las aplicaciones potenciales de 
amilasas (Bailey et al., 1977) celulasas y proteasas (Outtrup et al., 1990) han sido 
revisadas previamente. La mayoría de las enzimas usadas en la industria son de origen 
microbiano debido a que son más estables que las enzimas derivadas de plantas y 
animales (Bull et al., 2000). Con el reciente advenimiento de la biotecnología, se ha 
generado un creciente interés y demanda por enzimas con nuevas propiedades. 
Considerables esfuerzos han sido dedicados a la selección de microorganismos 
mediante sofisticadas técnicas de selección y metodologías para la producción de 
enzimas con nuevas propiedades fisiológicas y físicas, y tolerancia a condiciones 
extremas usadas en procesos industriales (temperatura, sales y pH). Los ambientes 
marinos proveen un rico recurso en diversidad biológica y química (Pomponi et al., 
1999). El potencial de organismos marinos incide en todas las áreas de la biotecnología. 
Microorganismos marinos han irrumpido recientemente como un recurso valioso para el 
aislamiento de enzimas industriales (Chandrasekaran et al., 1997). Adicionalmente 
muchas enzimas derivadas de bacterias marinas son considerablemente termotolerantes, 
permanecen estables a temperatura ambiente por largos periodos. Los microhábitats 
para bacterias marinas están en el mar, en los sedimentos, superficies animadas e 
inanimadas. Los organismos marinos sedentarios (plantas marinas y animales sésiles) 
forman relaciones simbióticas altamente específicas con bacterias (Althoff et al., 1998) 
que en casos extremos constituyen el 60% del volumen tisular. La superficie y los 
espacios internos de esos organismos son ricos en nutrientes, al igual que el mar y 
muchos sedimentos, así que ellos seguramente pueden ser un nicho único para el 
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aislamiento de diversas comunidades bacterianas, bacterias asociadas que son un 
recurso potencial de compuestos biológicamente activos de bajo peso molecular 
(Fenical et al., 1993).  
Las enzimas producidas por los microorganismos marinos poseen propiedades 
excepcionales como su adaptabilidad a ambientes salinos. La industria cada vez está 
más interesada en las enzimas marinas y algunas de las razones para esto obedecen a la 
necesidad de implementar metodologías que requieran menor consumo de energía y que 
puedan ajustarse al resto de las exigencias de sus procesos. Básicamente se esperaría 
que estas enzimas fueran mejores a sus homologas derivadas de especies bacterianas 
habitantes del suelo, bajo ciertas condiciones físico-químicas: salinidad, temperatura, 
presión y pH, todo depende del fin que se persiga y de las condiciones a las cuales se 
llevara a cabo el proceso en donde se utilizarán los biocatalizadores, así por ejemplo, se 
espera que aquellas enzimas que son muy buenas a temperaturas bajas no lo sean a 
temperaturas superiores. Los problemas a los que se enfrentan la mayoría de los países 
son similares: el crecimiento de la población, el consumo de recursos y la 
contaminación, la solución de estos problemas depende de la forma en la cual son 
optimizados los recursos. Si se requiere de enzimas para el tratamiento de aguas 
residuales templadas (2-5 °C) una forma de optimizar el proceso es utilizar 
microorganismos capaces de crecer y producir enzimas que sean activas bajo esas 
condiciones en lugar de hacer un gasto energético innecesario para el ajuste de la 
temperatura del agua a la temperatura a la cual son funcionales enzimas de especies 
bacterianas como el Bacillus subtilis y el Bacillus amyloliquefaciens (35-55 °C) 
ampliamente usadas en la industria.   
 
Por otra parte las proteínas especialmente enzimas derivadas de bacterias asociadas a 
esponjas y a algas marinas han sido descuidadas. No se sabe si estos microorganismos 
son un recurso potencial o si las concentraciones de estas enzimas son de poca 
importancia (Mohapatra et al., 2003). La detección de hidrolasas en bacterias asociadas 
a organismos marinos ha sido correlacionada con procesos de nutrición (Tanu et al., 
2011) ciclos biogeoquímicos y transformación de materia orgánica (Mohapatra et al., 
2003; Dang et al., 2009).  
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3.4.1. Amilasas  
El almidón es la mayor reserva de carbohidratos en plantas, consiste en un gran número 
de unidades de glucosa unidas por enlaces glicosídicos. Todas las semillas de las plantas 
y tubérculos contienen almidón, el cual está presente como amilosa y amilopectina. El 
almidón puede ser hidrolizado en carbohidratos simples, por ácidos, enzimas 
amilolíticas, o combinación de ambos. No obstante el interés se ha centrado en las 
enzimas porque ellas poseen un alto nivel de selectividad, las condiciones de reacción 
no son peligrosas, están fácilmente disponibles y son ambientalmente amigables, 
(Utong et al., 2006). Las amilasas (E.C.3.2.1.1) son enzimas que hidrolizan moléculas 
de almidón para obtener diversos productos, incluyendo dextrinas y pequeños polímeros 
compuestos de unidades de glucosa (Chen et al., 2005). Las amilasas pueden derivarse 
de plantas, animales, bacterias y hongos.  
Por su corto periodo de crecimiento, la diversidad bioquímica y la facilidad con la cual 
la concentración de las enzimas podría ser incrementada por el ambiente y la 
manipulación genética, las enzimas microbianas generalmente son demandadas 
industrialmente (De Oliveira et al., 2007). Muchas de las enzimas usadas al presente 
son obtenidas de microorganismos mesófilos, estas enzimas son inestables a pH muy 
alcalinos o muy ácidos, fuerza iónica elevada y temperaturas extremas (Utong et al., 
2006) a diferencia de las enzimas derivadas de bacterias halófilas y termófilas que 
pueden ser usadas en muchos procesos industriales a altas concentraciones de sal y la 
temperatura elevada (Saxena et al., 2007).  
Las amilasas son producidas a gran escala para su uso en la industria de la alimentación 
y de la producción de combustibles. Entre los usos más importantes, se pueden citar: la 
hidrólisis parcial del almidón para generar dextrinas que son utilizadas como 
espesantes; la obtención de jarabe de alta maltosa y alta glucosa utilizados en la 
fabricación de la cerveza, panes, bebidas no alcohólicas, repostería, dulces y obtención 
de fuentes de carbono alternativas para ser utilizadas en la producción de etanol con 
diversos propósitos. Estas enzimas también están involucradas en la remoción final del 
almidón utilizado en los procesos de fabricación de prendas (Olempska-Beer et al., 
2006). 
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3.4.2. Celulasas 
Las celulasas son enzimas hidrolíticas que rompen enlaces glicosídicos ß-1,4 de los 
polisacáridos de celulosa. Las enzimas celulasas pueden clasificarse de la siguiente 
manera: las endoglucanasas o 1,4- ß-D-glucan-glucanhidrolasas (EC 3.2.1.4) que 
rompen los enlaces internos de la molécula. Las exoglucanasas o 1,4-ß-D-
glucanhidrolasas también conocidas como celodextrinasas (EC 3.2.1.74) y 1,4- ß-D-
glucan celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) que remueven unidades de glucosa o celobiosa a 
partir del extremo libre no reductor de la cadena de celulosa. Finalmente las ß-
glucosidasas o ß-glucosidasas glucohidrolasas (EC 3.2.1.21) hidrolizan la celobiosa 
producida por las actividades anteriores, dando como producto final la glucosa (Teeri, 
1997). Las celulasas juegan un papel muy importante en la industria textil, son 
utilizadas para dar al azul índigo la apariencia de desteñido, lo que suplió el proceso de 
tratamiento con piedra pómez, pues unos miligramos de enzima sustituyen kilos de 
piedra necesaria. Igualmente son utilizadas en detergentes quita pelusas, la enzima 
degrada las fibras que se separan restituyendo la superficie suave de la prenda. En la 
industria alimenticia, las celulasas son utilizadas en la extracción y filtración de jugos de 
frutas o verduras, mostos y aceites comestibles y en la en la hidrólisis parcial de 
materiales lignocelulósicos mejorando la digestión de rumiantes. Igualmente se han 
aprovechado los dominios de unión a celulosa sobre una matriz de celulosa para realizar 
procesos de purificación de proteínas recombinantes (Demain et al., 2005). 
Ambos hongos y bacterias han sido rigurosamente explotados por sus habilidades para 
producir una amplia variedad de celulasas y hemicelulasas. Sin embargo, los hongos 
han sido preferidos por producir grandes cantidades de celulasas y hemicelulasas las 
cuales son secretadas al medio para una fácil extracción y purificación. En adición, las 
enzimas fúngicas son a menudo menos complejas que las hidrolasas glicosidasas de las 
bacterias y pueden por lo tanto ser rápidamente clonadas y producidas en forma 
recombinante en bacterias de rápido crecimiento como la Escherichia coli. Pese a las 
características favorables de las celulasas derivadas de hongos, el aislamiento y 
caracterización de nuevas hidrolasas glicosidasas desde Eubacterias como el Bacillus 
circulans y Estreptomyces sp. está adquiriendo importancia (Bao et al., 2011). Algunas 
razones para este cambio, se debe primero a que las bacterias a menudo tienen una 
mayor rata de crecimiento que los hongos, segundo las hidrolasas glicosidasas 
17 
 
(celulasas, hemicelulasas y pectinasas) bacterianas son a menudo expresadas 
simultáneamente formando combinaciones de complejos enzimáticos que causan un 
incremento en la función y la sinergia. Lo más importante, es que las bacterias habitan 
en una amplia variedad de ambientes y nichos industriales siendo extremadamente 
resistentes al estrés ambiental. Eso incluye cepas que son termófilas o psicrófilas, 
alcalófilas o acidófilas, y cepas que son halófilas. Algunas de estas bacterias no pueden 
sobrevivir a las condiciones severas encontradas en los procesos de bioconversión, pero 
ellas a menudo producen enzimas que son estables bajo condiciones extremas las cuales 
pueden estar presentes en éstos procesos incrementando la rata de hidrólisis enzimática, 
fermentación y recuperación del producto. Ahora bien, la detección de actividad de 
enzima celulasa en cepas microbianas, se realiza típicamente en carboximetilcelulosa 
(CMC), en placas (Hankin et al., 1977). Recientemente, Kasana y sus colegas (2008) 
encontraron que el yodo de Gram puede ser utilizado para inundar las placas de agar 
CMC en lugar de bromuro de amonio o rojo Congo, dando un resultado más rápido y 
altamente discernible. Sin embargo, los métodos de detección de placa utilizando 
colorantes no son cuantitativos, o lo suficientemente sensibles como consecuencia de la 
escasa correlación entre la actividad enzimática y el tamaño del halo. Estos métodos se 
limitan principalmente a las bacterias cultivables que producen celulasas y por tanto el 
potencial total de las celulasas (microorganismos cultivables y no cultivable), no está 
siendo examinado a fondo. Los investigadores han centrado en la identificación y 
explotación de los genes de las celulasas de microorganismos no cultivables presentes 
en ambientes extremos con la esperanza de que las enzimas aisladas sean nuevas y 
tengan aplicaciones específicas en la industria de la biorefinación debido a la mayor 
resistencia a condiciones ambientales adversas. 
Adicionalmente, las bacterias celulolíticas que son capaces de producir complejas 
estructuras proteicas que soportan enzimas para la hidrólisis de la celulosa, como el 
celulosoma, el xilosoma y enzimas bifuncionales o multifuncionales, actualmente han 
ganado mucha atención. 
Si estas enzimas pueden ser producidas de manera recombinante, ellas podrían tener un 
gran potencial en la mejora de los costos de hidrólisis para la producción de 
biocombustibles, reduciendo las necesidades para la producción de múltiples enzimas 
para la hidrólisis eficiente. Por ejemplo, una endoglucanasa/ endoxilanasa bifuncional 
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fue aislada de Flavigena cellulomonas útil para el mejoramiento de diferentes procesos 
industriales como la producción de biocombustibles (Pérez-Avalos et al., 2008). Del 
mismo modo una enzima multifuncional resultó ser producida por Terendinibacter 
turnerae, una bacteria simbionte aislada de los bivalvos marinos Pedicellatus lydrodus 
perteneciente al filo molusca al igual que el caracol pala (Ekborg et al., 2007).  
 
3.4.3. Proteasas  
Las enzimas proteolíticas son enzimas degradadoras las cuales catalizan el clivaje de 
uniones peptídicas en proteínas. En la actualidad, las proteasas están clasificadas sobre 
la base de tres criterios mayores, tipo de reacción catalizada, naturaleza química del 
sitio catalítico y relación evolucionaria con referencia a su estructura (Barett, 1994). 
Las proteasas están subdivididas en forma ordinaria en dos grupos mayores: las 
exopectidasas y las endopeptidasas, dependiendo de su sitio de acción. Las 
exopeptidasas clivan las uniones peptídicas próximas al carboxilo o amino terminal del 
sustrato, mientras que las endopeptidasas clivan uniones peptídicas distantes del amino 
y carboxilo terminal del sustrato.  
Las proteasas alcalinas son enzimas proteolíticas las cuales trabajan a un pH alcalino, la 
gran diversidad de proteasas, en contraste a la especificidad de su acción, ha atraído la 
atención mundial intentando explorar sus aplicaciones biotecnológicas y fisiológicas 
(Fox et al., 1991; Gupta et al., 2002; Poldermans, 1990). 
Por ejemplo en la industria de comidas y alimentos, síntesis de péptidos, industria del 
cuero, manejo de residuos industriales y de los hogares, industria de la fotografía, usos 
médicos, e industria de los detergentes.  
Las proteasas representan uno de los tres mayores grupos de enzimas industriales y 
constituyen el 60% de total de las enzimas vendidas en el mundo. Las proteasas son 
fisiológicamente necesarias para los organismos, ellas son ubicuas, y se encuentra en 
una amplia diversidad de recursos tales como plantas, animales y microorganismos. La 
incapacidad de las proteasas de las plantas y animales para reunir la demanda actual en 
el mundo ha conducido al creciente interés en proteasas microbianas. Los 
microorganismos representan excelente recurso de estas enzimas por su amplia 
diversidad bioquímica y su susceptibilidad a la manipulación genética. Muchas 
proteasas comerciales, principalmente neutras y alcalinas son producidas por 
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organismos pertenecientes al género Bacillus como el Bacillus aquimaris. Las bacterias 
productoras de proteasas pueden ser seleccionadas inicialmente en el laboratorio usando 
medios de cultivo suplementados con caseína. La presencia de una zona clara alrededor 
de las colonias confirmara la hidrolisis de la caseína y por ende la producción de 
proteasas (Rohban et al., 2009; Zobell et al., 1941). 
Las proteasas bacterianas neutras son activas a pH entre 5 y 8 y tienen una 
termotolerancia relativamente baja. Debido a su rata de reacción intermedia, proteasas 
neutras generan menos amargo en las proteínas hidrolizadas en alimentos que las 
proteasas animales y por tanto son valiosas en la industria de los alimentos. Las 
proteasas neutras se caracterizan por su alta afinidad por aminoácidos hidrofóbicos, su 
baja termo tolerancia es ventajosa para el control de su reactividad durante la 
producción de hidrolizados con bajo grado de hidrólisis. Algunas de las proteasas 
neutras pertenecientes a las metaloproteasas requieren de iones divalentes para su 
activación (Rao et al., 1998). 
 
3.4.4. Lipasas  
Las lipasas (EC 3.1.1.3) son enzimas ubicuas encontradas en animales, plantas y 
microorganismos incluyendo hongos y bacterias. Las lipasas microbianas tienen un 
considerable potencial industrial (Harwood, 1989; Jaeger et al., 1999).  
Las reacciones lipolíticas ocurren en la interface lípido agua, donde los sustratos 
lipolíticos usualmente forman un equilibrio entre los estados monomérico, micelar y 
emulsificado. Hasta hace poco, dos criterios se habían utilizado para clasificar una 
enzima lipolítica como una verdadera lipasa: primero ésta debía ser activada por la 
presencia de una interface, es decir, su actividad debe aumentar considerablemente tan 
pronto como los triglicéridos formen una emulsión. Este fenómeno se denominó 
activación interfacial (Sarda et al., 1958). Segundo debía contener una tapa, que es una 
superficie del bucle de la proteína que cubre el sitio activo de la enzima y evita el 
contacto con la interface (Derewenda et al., 1992). Sin embargo, estos criterios no son 
adecuados para la clasificación, debido principalmente a una serie de excepciones donde 
se han descrito enzimas que tienen una tapa pero que no exhiben activación interfacial. 
Por lo tanto las lipasas son definidas simplemente como carboxilesterasas que catalizan 
la hidrólisis de largas cadenas de acilgliceroles. No existe una definición estricta 
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disponible para el término "cadena larga", pero los esteres de glicerol con una longitud 
de la cadena de acilo mayor a 10 átomos de carbono puede considerarse como sustratos 
para las lipasas, con trioleoilglicerol como sustrato estándar. La hidrólisis de esteres de 
glicerol con una longitud de la cadena acilo menor de 10 átomos de carbono con 
tributirina como el sustrato estándar usualmente indican la presencia de esterasas. 
Los microbiólogos generalmente, desean utilizar un ensayo simple y fiable en placa que 
permita la identificación de las bacterias productoras de lipasas. Los sustratos más 
utilizados son tributirina y trioleína, que son emulsificados mecánicamente en varios 
medios de cultivo vertidos en placas de petri. La producción de lipasas es indicada por 
la formación de halos alrededor de las colonias crecidas en esas placas de agar (Atlas, 
1996). 
Algunos géneros bacterianos importantes en la producción de lipasas incluyen Bacillus, 
Pseudomonas y Burkholderia. Las lipasas bacterianas son por lo general extracelulares, 
comúnmente purificadas por cromatografía a través de interacciones hidrofóbicas. 
Muchas lipasas pueden actuar en un rango amplio de pH y temperatura (Gupta et al., 
2004). Estas enzimas tienen aplicaciones en diversos campos, como agentes de 
descontaminación en efluentes provenientes de plantas productoras de aceites, 
mataderos y aguas residuales domesticas que arrojan diariamente un gran número de 
grasas al medio ambiente de difícil degradación dada su baja solubilidad en el agua 
(Matsumiya et al., 2007). 
Actualmente existe un creciente interés por los microorganismos que pueden ser 
utilizados en la solución de problemas ambientales, de hecho aquellos con gran 
capacidad de producir lipasas, tienen un papel fundamental en la obtención de 
elementos menos contaminantes y accesibles al metabolismo microbiano (Akoh et al., 
2006; Kaieda et al., 2001). 
 
El uso comercial de las lipasas representa un billón de dólares y comprende una amplia 
variedad de diferentes aplicaciones. En el área de los detergentes, cerca de 1000 
toneladas de lipasas son vendidas cada año (Godfrey et al., 1996). Las lipasas juegan un 
papel importante en la producción de ingredientes para alimentos (Jaeger, 1998). Otras 
aplicaciones de interés creciente incluyen el uso de lipasas en la remoción de resinas de 
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la pulpa en la industria papelera (Farrell et al., 1997) y en la síntesis de compuestos 
orgánicos (Boland et al., 1991; Drauz et al., 1995). 
 
 
3.5. EL PRESENTE ESTUDIO  
 
Esta investigación ha sido enmarcada dentro del proyecto DIME bicentenario 
20101007734 de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín titulado 
Búsqueda y evaluación de la actividad antibiótica y enzimática de bacterias marinas 
asociadas al caracol pala (Strombus gigas). Estudios iniciales sobre la caracterización de 
la microbiota en caracoles pala mediante, el uso de secuencias espaciadoras intergénicas 
(ITS) y el análisis de las secuencias del gen rRNA 16S de algunos aislados, permitieron 
dar el primer paso hacia el esclarecimiento de su microbiodiversidad (Acosta et al., 
2009). Por lo tanto, la caracterización filogenética de las poblaciones microbianas 
presentes en él, y la presencia de compuestos bioactivos de importancia biotecnológica 
y ecológica producidos por las bacterias pertenecientes a la microbiota del caracol, 
probablemente ayuden a mejorar la percepción sobre el caracol y los microbios 
asociados. Este proyecto se ha enfocado en el estudio mediante técnicas dependientes e 
independientes de cultivo de un recurso natural poco explorado como lo es la diversidad 
bacteriana asociada a caracoles pala silvestres y en cautiverio. Se ha obtenido una 
colección de bacterias caracterizadas fenotípica y genotípicamente, haciendo énfasis en 
aquellas que presentaron características biológicas que permitirían a largo plazo su 
utilización en procesos industriales y describir hipótesis sobre la función de estos 
microbios en la ecología del caracol. 
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4. OBJETIVOS 
 
 
4.1. OBJETIVO GENERAL 
 
Evaluar la diversidad microbiana y las propiedades antibacterianas y enzimáticas de 
bacterias asociadas a los caracoles pala “Strombus gigas” del Caribe Colombiano.  
 
 
4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Caracterizar la diversidad bacteriana de la microbiota asociada al caracol pala 
por técnicas moleculares (PCR-DGGE) 
 
 Caracterizar molecularmente las bacterias con actividades antibacterianas y 
enzimáticas.  
 
 Determinar la actividad antimicrobiana de aislados de la microbiota del caracol 
frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas. 
 
 Determinar la actividad enzimática de las cepas bacterianas asociadas al caracol. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
5.1. CULTIVO, AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA DE 
LOS AISLADOS BACTERIANOS  
 
Para realizar el presente proyecto se trabajó con muestras del cepario (aislados 
bacterianos) y la genoteca (DNAs) de un estudio previo realizado por Acosta (2009). 
Las muestras fueron colectadas en julio y diciembre del 2007. Las muestras de baba o 
mucus (b), de intestino (i) y de alimento (Algas pertenecientes a los géneros Isochrysis 
y Chaetoceros) (a) de caracoles silvestres (S) y en cautiverio (C) habían sido 
preservadas a -80°C durante un año y posteriormente procesadas en el Laboratorio de 
Biología Celular y Molecular de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellín.  
Las muestras de baba (b), intestino (i) y de alimento (a) de caracoles silvestres (S) y en 
cautiverio (C) fueron sembradas en medios de cultivo agar marino y agar TCBS (Agar 
tiosulfato citrato bilis sacarosa), después del crecimiento, se tomaron el total de las UFC 
que crecieron en estos medios, se colectaron y se denominaron como barridos o fracción 
cultivable (B) (Tabla 1). 
Veinte cepas fueron seleccionadas directamente de la colección de bacterias aisladas. 
Adicionalmente de los 23 barridos almacenados a -20°C en el laboratorio en el trabajo 
de Acosta (2009), se aislaron 80 cepas. Las muestras para análisis dependientes de 
cultivo, es decir, los barridos fueron procesados de acuerdo al protocolo de resucitación 
de bacterias en posible estado viable pero no cultivable (VNC), descrito por Whitesides 
y Oliver (1997) y Du et al., (2007). Después de la incubación de estos preinóculos por 
48 horas a temperatura ambiente 100 µl de éstos fueron cultivados sobre agar TCBS y 
agar marino. La incubación fue realizada a temperatura ambiente hasta la visualización 
de crecimiento bacteriano. Las cepas fueron seleccionadas aleatoriamente y cultivadas 
dos veces más para asegurar la pureza de los aislados. Los aislados fueron 
caracterizados macro y microscópicamente, y almacenados a -20 °C hasta ulteriores 
análisis (Anexo 1). Todos los medios de cultivo, tanto líquidos como sólidos, fueron 
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preparados utilizando agua de mar previamente filtrada (papel filtro de 0,45 µm) y 
esterilizada por autoclave.  
 
 
5.2. CARACTERIZACIÓN DE LA DIVERSIDAD BACTERIANA 
PERTENECIENTE A LA MICROBIOTA ASOCIADA AL CARACOL PALA 
POR TÉCNICAS MOLECULARES (PCR-DGGE) 
 
Para estudiar la diversidad de las comunidades bacterianas dominantes, se usaron los 
DNAs de los materiales biológicos correspondientes a la baba (b), el intestino (i) y el 
alimento (Algas pertenecientes a los géneros Isochrysis y Chaetoceros) (a) de caracoles 
silvestres (S) y en cautiverio (C) que fueron procesados en el Laboratorio de Biología 
Celular y Molecular de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellín. El DNA 
fue obtenido según el método de Romero et al., 2002 y en nuestro estudio fue 
denominado como DNAs originales (DNA O) para determinar las poblaciones 
bacterianas presentes en la muestra inicial. Los barridos bacterianos o fracción 
cultivable (B), es decir, el total de las UFC obtenidas en los medios de cultivo, también 
fueron sometidos a extracción de DNA y denominados como DNA barridos (DNA B) 
(Tabla 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
25 
 
Tabla 1. Nomenclatura de las muestras obtenidas de la baba, el intestino y el alimento 
de caracoles silvestres y en cautiverio. DNA total de las muestras originales (O), DNA 
de la fracción cultivable o barridos (B). 
Nomenclatura  Descripción del DNA
*
 Origen Nombres de las Muestras 
ObC Originales (O) 
Baba de caracoles en 
cautiverio (bC) 
CpMo1, CpMo2 
BbC 
Barridos (B) 
CpB1, CpB2, CpB3, CpB4, 
CpB5, CpB6 
ObS 
Originales (O) 
Baba de caracoles 
silvestres (bS) 
CpOB10, CpOB11, 
CpOB13, CpOB14 
BbS 
Barridos (B) 
CpBB10, CpBB11, 
CpBB12, CpBB13, 
CpBB14 
BaC 
Barridos (B) 
Alimento de caracoles en 
cautiverio (aC) 
CpB10, CpB11 
OaS 
Originales (O) Alimento de caracoles 
silvestres (aS) 
CpOA2, CpOA3, CpOA4, 
CpOA5, CpOA19 
BaS Barridos (B) CpBA3, CpBA4, CpBA5 
OiS 
Originales (O) 
Intestino de caracoles 
silvestres (iS) 
CpOI8, CpOI15, CpOI16, 
CpOI17, CpOI18 
OiS 
Barridos (B) 
CpBI6,CpBI7, CpBI8, 
CpBI9, CpBI17, CpBI18 
* El medio usado para obtener los barridos o fracción cultivable fue Agar marino  
 
5.2.1. Amplificación por PCR 
Los DNAs O y B, fueron sometidos a amplificación del gen rRNA 16S entre las 
regiones V3 y V6 mediante PCR usando cebadores específicos para dominios 
conservados: 907R y 341F-GC (Tabla 2). Previamente descritos por Moreno et al., 
2006. El cebador 341-GC posee un extremo compuesto por aproximadamente 40 bp de 
desoxirribonucleotido fosfato guanina-citosina para modificar el comportamiento 
denaturante del fragmento de interés y mejorar la resolución de los fragmentos de 
tamaño similar pero con contenido diferente de GC (Muyzer, 1993).La reacción de PCR 
fue llevada a cabo en un volumen final de 30 µl de solución, que contenía DNA (25 
ng/µl). Las condiciones del termociclador (T3 Thermocycler (Biometra, U.S.A) y las 
concentraciones de Buffer, MgCl2, dNTPs y Taq DNA polimerasa fueron como 
describe Moreno (2006). 
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Tabla 2. Secuencias de los cebadores usados en las reacciones de amplificación del gen 
rRNA 16S 
Nombre  Secuencia (5’--3’) Posición Referencia 
27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 27-46 DeLong, 1992 
1492R GGTTACCCTGTTACGACTT 1492-1510 DeLong, 1992 
341F  CCTACGGGAGGCAGCAG 341-357 Muyzer et al., 1993 
341F-GC CGCCCGCCGCGCGCGGCGG 
GCGGGGGGGGCACGGGGGG 
CCTACGGGAGGCAGCAG 
341-357 Muyzer et al., 1993 
907R CCCCGTCAATTCATTTGAGTTT 907-928 Yu y Morrison, 2004 
518F CCAGCAGCCGCGGTAATACG 518-537 Lane, 1991 
800R TACCAGGGTATCTAATCC 800-818 Lane, 1991 
 
5.2.2. Análisis de electroforesis en geles de poliacrilamida en gradiente denaturante 
(DGGE)  
Los productos de PCR obtenidos usando los cebadores 341F-GC y 907R fueron 
corridos en geles de poliacrilamida 6% (P/V) en buffer TAE 1X (40 mM Tris base, 20 
mM ácido acético glacial, 1 mM EDTA) con gradiente denaturante de urea-formamida 
30-60 %, durante 15 h a 85 V y a una temperatura constante de 60°C en D-Code System 
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Los geles fueron teñidos con nitrato de plata 
(AMRESCO, OH, USA) (Sanguinetti et al., 1994), y analizados con el programa 
GelCompar II (Applied Maths TX, USA) (Rademaker y de Bruijin, 2004). Una vez 
alineados los carriles representantes de cada muestra de DNA, se calculó la matriz de 
distancia usando el coeficiente de DICE (Matriz basada en las bandas) (Nei y Li, 1979) 
y se realizó un análisis de agrupamiento mediante el promedio aritmético no ponderado 
(UPGMA) (Mohammadi y Prasanna, 2003). Los resultados fueron presentados 
finalmente como un dendograma. El coeficiente de DICE es comúnmente usado para 
comparar las especies entre ecosistemas diferentes. Dos perfiles idénticos dan como 
resultado un valor igual al 100%, mientras que dos perfiles completamente diferentes 
dan un valor igual al 0 %. La matriz de presencia y ausencia fue usada para generar un 
análisis de similitud (ANOSIM) basado en el índice de Bray-Curtis usando el software 
PAST versión 2.0 (Hammer et al., 2001) El análisis de similitud fue usado para 
examinar las diferencias estadísticas significativas entre los perfiles de DGGE.   
27 
 
5.2.3. Análisis de secuencias  
Las bandas de DNA con patrones únicos de migración con respecto al marcador 
establecido y las bandas de mayor intensidad en cada gel de DGGE fueron escindidas 
por duplicado en lo posible y colocadas en un vial estéril. El DNA de cada una de las 
bandas fue recuperado por el método de elución de “Crush and Soak” (Sambrook y 
Russel, 2001) sustituyendo 2 volúmenes de etanol a 4°C por 0,6 volúmenes de 
isopropanol a 4°C durante la precipitación del DNA, obteniendo 10 µl del DNA eluido 
de los cuales 6 µl fueron usados para llevar a cabo la re-amplificación usando los 
cebadores 341F y 907R. Con el propósito de garantizar la pureza de las bandas después 
de la amplificación por PCR usando los primers 341F y 907R, el DNA fue observado en 
geles de poliacrilamida al 8% por tinción con nitrato de plata, usando controles 
positivos y negativos (Anexo 2). Los productos fueron purificados usando UltraClean 
PCR Clean-up (MoBio Laboratories, CA, USA). Los amplicones fueron enviados a 
Macrogen (Korea) para ser secuenciados en un ABI PrimR 3100 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems, CA, USA). Las secuencias obtenidas fueron editadas usando 
BioEdit ® (Hall, 1999) y la presencia de secuencias quimeras se evaluó mediante el 
software CHIMERA CHECK (http://www.bioinformatics-toolkit.org). Las secuencias 
editadas fueron comparadas con secuencias conocidas en el GenBank usando BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1997) y el software Sequence 
Match del sitio web Ribosomal Database Project (RDP). Las secuencias editadas fueron 
alineadas usando Clustal W (Thompson et al., 1994). El software MEGA 5 
(http://megasoftware.net/) se utilizó para construir un árbol filogenético por el método 
de neighbor-joining (Saitou y .Nei, 1987) con un bootstrap de 1000 repeticiones. Las 
distancias evolutivas fueron calculadas utilizando el método de Jukes-Cantor (Jukes y 
Cantor, 1969). 
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5.3. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE LAS BACTERIAS USADAS 
PARA DETERMINAR LAS ACTIVIDADES ANTIBACTERIANAS Y 
ENZIMÁTICAS 
 
El DNA de las cepas aisladas fue obtenido desde cultivos líquidos por el método de 
fenol-cloroformo y una precipitación con etanol, método descrito previamente 
(Sambrook y Russel, 2001) Después de la extracción de DNA, éste fue analizado por 
medio de un gel de agarosa al 1% (P/V), teñido con EZ-vision (Amresco, OH, USA), 
según las recomendaciones del fabricante. Las bandas de DNA fueron visualizadas por 
iluminación con LUV y fotografiadas por Sistem UV Transiluminator (Biometra). El 
DNA extraído fue almacenado a -20°C.  
Para identificar los aislados, se realizó una amplificación del gen rRNA 16S desde la 
posición 28 a 1492 de acuerdo con Espejo et al., (1998) usando los cebadores 
previamente descritos (DeLong, 1992) (Tabla 2). Los productos de la PCR fueron 
analizados por electroforesis sobre un gel de agarosa al 1 % (P/V).  
Los amplicones de 1465 bp aproximadamente fueron secuenciados por Macrogen 
(Korea) en un ABI PrimR 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, CA, USA). Los 
análisis posteriores se llevaron de acuerdo a los métodos y procedimientos descritos 
anteriormente para las secuencias de las bandas obtenidas desde los geles de DGGE. 
Las secuencias fueron depositadas en la base de datos del GenBank con los números de 
acceso JN602212-JN602254.  
 
 
5.4. DETERMINACIÓN DE LAS ACTIVIDADES ANTIBACTERIANAS DE 
AISLADOS BACTERIANOS  
 
5.4.1. Extracción de metabolitos secundarios  
Se llevó a cabo siguiendo el método previamente descrito por Romero et al., 2006. Un 
Erlenmeyer conteniendo 50 ml de agua de mar con caldo LB (Luria Bertani) al 2% 
(P/V), resina amberlita XAD-16 al 2% (P/V) (Spyere, 2003), se inoculo con 0,5 ml de 
un cultivo de cada cepa seleccionada crecido durante toda la noche. Después de siete 
días de incubación a 30 ºC y 180 rpm, la resina fue separada del medio de cultivo por 
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decantación y lavada con agua destilada, los productos absorbidos fueron 
posteriormente eluidos con 40 ml de metanol al 100% durante 30 minutos (Sangnoi et 
al., 2009). Después de los cuales cada extracto fue concentrado a 1,5 ml en un 
rotaevaporador a 40 °C (Heidolph Laborota 4001 Efficient Rotary Evaporator).  
 
5.4.2. Evaluación de actividad antibacteriana 
Se utilizó la prueba de difusión en agar (El-Masry et al, 2000) contra cepas bacterianas 
Gram positivas (Bacillus subtilis) y Gram negativas (Escherichia coli y Pseudomona 
aeruginosa). Discos de papel filtro Whatman N° 1 de 6- mm de diámetro estériles 
fueron impregnados con 10, 20 y 50 µl de cada extracto. Los discos fueron puestos 
sobre la superficie de cajas de Petri con agar Mueller-Hinton (Becton Dickison) 
inoculado uniformemente con un cultivo líquido de las cepas blanco en una 
concentración aproximada de 1.2 x 10
8
 UFC/ml (Absorbancia 600 nm = 0,1). Las cajas 
fueron incubadas a 37 °C por 18 horas, después de las cuales se midió el diámetro del 
halo de inhibición del crecimiento alrededor de cada uno de los discos. El antibiótico 
ampicilina (10 µg por disco) fue seleccionado como control positivo. 
 
 
5.5. DETERMINACIÓN DE LOS MICROORGANISMOS CAPACES DE 
PRODUCIR HIDROLASAS EXTRACELULARES Y EVALUACIÓN DE LAS 
ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS  
 
5.5.1. Determinación de microorganismos productores de algunas hidrolasas 
extracelulares  
 
5.5.1.1. Determinación de microorganismos productores de amilasas  
La presencia de actividad amilasa fue determinada sobre un medio de cultivo 
constituido por agar 12 g/l, caldo nutritivo 3 g/l y almidón soluble 10 g/l preparado en 
agua de mar, con un pH inicial de 7,2. Después de la incubación a temperatura ambiente 
por 48 horas, las placas fueron reveladas con una solución de lugol (I2 -0,3% KI-0,6%). 
Una zona clara alrededor del crecimiento indicó la presencia de cepas productoras de 
amilasas (Rohban, et al., 2009).  
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5.5.1.2. Determinación de microorganismos productores de celulasas (CMCasa)  
La actividad fue evaluada sobre un medio de cultivo constituido por extracto de 
levadura 2 g/l, agar 20g/l y carboximetil celulosa (CMC) 10 g/l, preparado en agua de 
mar, con un pH inicial de 7,2. Después de una incubación por 48 horas, las placas 
fueron reveladas con una solución de lugol (I2 -0,3% KI-0,6%). Una zona clara 
alrededor del crecimiento evidencio la presencia de CMCasa (Kasana et al., 2008; 
Rohban et al., 2009) 
 
5.5.1.3. Determinación de microorganismos productores de proteasas  
La producción de proteasas fue detectada en un medio de cultivo constituido por agar 15 
g/l, caldo nutritivo 5 g/l, leche descremada 100 g/l y NaCl 20 g/l, con un pH inicial de 
7,2 preparado en agua destilada. Una zona clara alrededor del sitio de crecimiento 
después de siete días a temperatura ambiente fue tomada como evidencia de actividad 
proteolítica (Rohban et al., 2009) 
La actividad proteasa usando gelatina como sustrato fue determinada usando medio de 
cultivo constituido por 120 g/l de gelatina, caldo nutritivo 8 g/l y NaCl 20 g/l, preparado 
en agua destilada (Lanyi,. 1988). La licuefacción de la gelatina después de siete días de 
incubación a temperatura ambiente fue tomada como evidencia de actividad gelatinasa. 
 
5.5.1.4. Determinación de microorganismos productores de lipasas  
Para observar la producción de lipasas las cepas fueron cultivadas sobre placas de agar 
lipasa con una solución de reactivo lipasas. El agar lipasa estaba compuesto por triptona 
10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, agar 20 g/l, azul de anilina 0,15 g/l; el reactivo de 
lipasa contenía 100 ml de aceite de oliva, 1 ml de polisorbato 80 y 400 ml de agua 
destilada. 30 ml del reactivo de lipasas fueron añadidos a un litro de agar lipasas con un 
pH inicial de 6,8-7,0.Una zona clara alrededor del crecimiento después de 72 horas de 
incubación a temperatura ambiente evidenció la presencia de cepas productoras de 
lipasas (Frank et al., 1993). 
Para los ensayos de actividad amilolítica, celulolítica y proteolítica fue usada como 
control positivo una cepa de Bacillus subtilis, mientras que para la determinación de la 
actividad lipolítica como control positivo se usó una cepa Staphylococcus aureus. 
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5.5.2. Evaluación de la actividad de algunas hidrolasas extracelulares  
 
5.5.2.1. Cuantificación de actividad amilasas  
Un volumen de 1 ml de pre-inoculo fue preparado en medio de cultivo para la 
producción de amilasa e incubado durante toda la noche a 30 °C. De allí 0,1 ml fue 
inoculado en un tubo de ensayo de 20 ml de volumen que contenía 4 ml de medio para 
la producción de amilasas y fue incubado a 30 °C, 150 rpm por 48 h. Las células y el 
material insoluble fueron removidos por centrifugación a 5000 rpm por 20 min a 4°C. 
El sobrenadante libre de células fue usado como fuente de la enzima amilasa. Los 
experimentos fueron llevados a cabo por triplicado. El medio para la producción de 
amilasa contenía almidón soluble 20g/l, extracto de carne 10 g/l, extracto de levadura 2 
g/l, K2HPO4 2 g/l, CaCl2 0,2 g/l y MgSO4.7H2O, 0,1 g/l. El pH fue ajustado a 7 (Babu y 
Satyanarayana, 1993). Las proteínas, aminoácidos y otros constituyentes fueron 
autoclavados por separado (a 121 °C por 20 min) y mezclados después del enfriamiento. 
La actividad amilasa fue determinada de acuerdo con Bernfeld (1955) usando almidón 
soluble como sustrato. La mezcla de la reacción contenía 125 µl del extracto crudo 
enzimático y125 µl de almidón soluble (10 g/l) disuelto en buffer de fosfato 0,1 M a pH 
7. La mezcla fue incubada por 30 minutos a 30°C. La reacción fue detenida adicionando 
250 µl de solución de 3,5-ácido dinitrosalicílico (DNS), seguido del calentamiento en 
baño de agua hirviendo por 5 min y la posterior incubación en un baño con hielo, la 
absorbancia de cada solución fue medida a 540 nm en un fotómetro para micro placas 
Multiskan EX (Miller, 1959). Se hizo una curva estándar de glucosa con diferentes 
concentraciones (0,01 - 0,05 - 0,1 - 0,2- 0,4- 0,6 – 0,8 – 1,0 – 1,2 – 1,6 -1,8 g/l) que se 
trataron como se describe previamente con DNS.  
Una unidad de actividad enzimática fue definida como la cantidad de enzima necesaria 
para liberar 1 μmol de azúcares reductores por minuto bajo las condiciones del ensayo.  
 
5.5.2.2. Cuantificación de actividad celulasas 
El pre-inoculo correspondiente de las cepas a evaluar fue preparado en un medio sólido 
para la producción de celulasas, una asada (10 µl) del cultivo de las placas de agar 
carboximetil celulosa fue inoculado en un tubo que contenía 5 ml del medio para la 
producción sin agar, e incubado a 30 °C, a 150 rpm por 48 h. Los volúmenes de los 
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cultivos usados en este estudio fueron menores a los descritos en un estudio previo 
(Gomare et al., 2011). Las células y el material insoluble fueron removidos por 
centrifugación a 5000 g por 20 min a 4°C. El sobrenadante libre de células fue usado 
como fuente de la enzima celulasa. Los ensayos fueron llevados a cabo por triplicado.  
El medio para la producción de celulasa contenía carboximetil celulosa (CMC) 10 g/l, 
extracto de levadura 2 g/l, agar 20 g/l y NaCl 20 g/l. El pH fue ajustado a 7. Las 
proteínas, aminoácidos y otros constituyentes fueron autoclavados por separado (a 121 
°C por 20 min).y mezclados después del enfriamiento. 
La mezcla de la reacción contenía 125 µl del extracto enzimático más 125 del sustrato 
(CMC 0,5% P/V) solubilizado en buffer de fosfato 100 mM, pH 7,0 (Baily et al., 1992). 
Esta mezcla fue incubada por 30 min a 30°C. y la reacción fue parada por la adición de 
250 µl DNS, seguido del calentamiento en baño de agua hirviendo por 5 min y la 
posterior incubación en un baño con hielo; la absorbancia de cada solución fue medida a 
540 nm en un fotómetro para micro placas (Multiskan ® EX, ThermolabSystem) en 
lugar de un espectrofotómetro como describe Miller (1959). La curva estándar fue 
realizada como se describe previamente para amilasas.  
Una unidad de actividad enzimática fue definida como la cantidad de enzima necesaria 
para liberar 1 μmol de azúcares reductores por minuto bajo las condiciones del ensayo. 
 
5.5.2.3. Cuantificación de actividad proteasas 
La producción de proteasa por los aislados fue llevada a cabo en un medio constituido 
por extracto de levadura 5 g/l, peptona 10 g/l, glucosa 0,5 g/l, K2HPO4 1 g/l, MgSO4 0,2 
g/l y NaCl 20 g/l (Kuddus y Ramteke, 2011)  
Las proteínas, aminoácidos y otros constituyentes fueron autoclavados por separado 
(121 °C por 20 min) y mezclados después del enfriamiento. 
Un volumen de 200 µl de un cultivo crecido durante 18 horas sobre caldo marino fue 
inoculado en un tubo de ensayo de 20 ml con 5 ml de medio para la producción de 
proteasas e incubadas a 30 °C, 150 rpm por 72 h. Las células y el material insoluble 
fueron removidos por centrifugación a 10000 rpm por 15 min a 4°C. El sobrenadante 
libre de células fue usado como recurso de la enzima proteasa. Los ensayos fueron 
llevados a cabo por triplicado. 
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La actividad proteolítica fue medida por el método de Lowry (1951). La mezcla de la 
reacción estaba constituida por 50 µl del extracto crudo enzimático, 250 µl de caseína 
0,65 % (P/V) disuelta en buffer de fosfato (50 mM) a pH 7. La cual fue incubada en 
baño María a 30 °C por 30 min.  
La reacción enzimática fue terminada por la adición de 250 µl de ácido tricloro acético 
(TCA) 0,6 N e incubada por 20 minutos a 37°C. 
La mezcla de la reacción fue centrifugada a 10000 g por 10 min at 4 °C. Después 250 µl 
del sobrenadante más 625 µl de Na2CO3 (500 mM) y 125 µl del reactivo Folin fueron 
mezclados e incubados a 37 °C por 30 minutos. 
Finalmente la absorbancia fue medida contra un blanco (muestra no incubada) a 650 
nm. Una unidad de actividad proteasa está definida como la cantidad de enzima 
necesaria para liberar el equivalente de µmol de tirosina por minuto bajo las condiciones 
definidas del ensayo. 
Una solución stock de tirosina (1,1 µM) se prepara usando 0,2 mg/ml de L-tirosina en 
agua destilada estéril calentando suavemente hasta disolver. A partir de esta solución se 
prepararon las siguientes diluciones 0,000 - 0,022 - 0,044 - 0,110 - 0,220 - 0,440 - 0,660 
µM para crear la curva estándar.  
 
5.5.2.4. Cuantificación de actividad lipasas 
Esta técnica está basada en el protocolo publicado por Hasanuzzaman (2004). Cinco 
mililitros de medio para la producción de lipasas fueron inoculados con 0,1 ml de un 
caldo de cultivo crecido durante toda la noche a 30°C, e incubado a 30°C, 150 rpm por 
48 h. Las células y el material insoluble fueron removidos por centrifugación a 6000 g 
por 30 min a 4°C. El sobrenadante libre de células fue usado como recurso de enzimas 
lipasas. Los ensayos fueron llevados a cabo por triplicado.  
El medio para la producción de lipasa contenía peptona 10 g/l, extracto de levadura 10 
g/l, aceite de oliva 10 ml y glucosa 5 g/l. El pH fue ajustado a 7. Las proteínas, 
aminoácidos y otros constituyentes fueron autoclavados por separado (a 121 °C por 20 
min) y mezclados después del enfriamiento.  
La lipasa extracelular fue evaluada por un método espectrofotométrico usando p-
nitrofenil palmitato (p-NPP) (Sigma-Aldrich) como sustrato en el que se mide la 
hidrólisis de p-NPP por las lipasas, para liberar p-nitrofenol. 250 µl de buffer de fosfato 
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50 mM (pH 7,0) más 200 µl del extracto crudo enzimático fueron mezclados e 
incubados a 30 °C por 2 minutos. 50 µl de 2,5 mM de p-NPP (disuelto en 2-propanol) 
fue adicionado sobre la mezcla e incubado a 30°C por 30 minutos. Después de la 
incubación la mezcla fue enfriada en agua con hielo, y la reacción fue terminada con la 
adición de 100 µl de 0,5 M de KOH. La actividad de lipasa fue determinada en función 
del incremento de la absorbancia medida a 405 nm.  
Una unidad de lipasa está definida como los µmoles de p-NP liberado por minuto. Una 
unidad de actividad es expresada como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 
µmol de p-NP por minuto.  
Una curva estándar fue preparada usando las siguientes concentraciones de p-NP: 2 -  
4 – 10 – 20 – 40 – 60 – 80 - 100 micro molar. 
 
5.5.2.5. Determinación de proteínas en los extractos crudos enzimáticos 
La concentración de proteínas fue determinada de acuerdo al método de Bradford 
(1976). 450 µl del reactivo de Bradford (Amresco) fueron añadidos a 50 µl de la 
muestra y la absorbancia fue medida después de 5 minutos a 620 nm. Diferentes 
concentraciones (0,03125 - 0,0625 - 0,125 - 0,25 - 0,5 - 0,75 - 1,0, mg/ml) de BSA 
fueron usados para crear la curva estándar.  
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6. RESULTADOS 
 
 
6.1. ANÁLISIS DE LOS PERFILES DE DGGE  
 
La evaluación de la diversidad de las poblaciones bacterianas asociadas a muestras de 
caracoles silvestres y en cautiverio en Islas del Rosario en el Caribe Colombiano se 
llevó a cabo mediante la técnica DGGE, la cual permitió separar los fragmentos del gen 
rRNA 16S de un tamaño equivalente a 585 bp.(Fig. 1). Los perfiles de bandeo fueron 
evaluados a través del programa Gelcompar II (Applied Maths TX, USA) observando 
diferencias entre las comunidades asociadas a caracoles silvestres y en cautiverio. De 
acuerdo con la matriz binaria de datos sobre la presencia (1) y ausencia (0) (Anexo 3) de 
las bandas, un total de 55 bandas diferentes fueron identificadas en los geles, en donde 
las muestras asociadas a caracoles silvestres (n=25) y a caracoles en cautiverio (n=10) 
aportaron 271 y 76 bandas respectivamente. La matriz de presencia y ausencia de 
bandas resultantes del DGGE también fue usada para un análisis de similitud 
(ANOSIM) usando el índice de Bray Curtis entre las muestras asociadas a caracoles 
silvestres y en cautiverio. Este análisis fue llevado a cabo usando el software PAST 
versión 2.0 (Hammer et al., 2001). Diferencias significativas fueron encontradas entre 
las muestras asociadas a caracoles silvestres y en Cautiverio r = 0,26 (Bray Curtis) y 
(Jaccard) r = 0,25, ambos con p < 0,0021. Mediante el análisis de similitud (SIMPER) 
se determino la diferencia entre las comunidades bacterianas asociadas a caracoles en 
Cautiverio y Silvestres, este análisis reveló un 75,45 % de disimilitud (Anexo 4). 
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  b                i                   i                     b              i             a            b       a       b   i 
  
Figura 1. Patrones de bandeo en geles de DGGE del producto amplificado del gen 
rRNA 16S desde muestras originales (O) y la fracción cultivable o barridos (B) de 
intestino (i), baba o mucus (b) y alimento (a) de caracoles silvestres (S) y en cautiverio 
(C) (Tabla 1). Líneas 1 a 3, 8, 10-12, 21-27, 34: OS; Líneas 4-7, 13-15, 19, 28, 29-30: 
BS; Líneas 16-18, 31-33: BC; Líneas 9, 20: marcadores de referencia de 100 bp.  
 
Los patrones de bandas obtenidos por DGGE fueron agrupados en tres clústeres por 
medio del método UPGMA para la construcción de árboles filogenéticos moleculares 
(Fig. 2). 
El clúster 1 corresponde a patrones de bandeo de poblaciones bacterianas asociadas a la 
baba de caracoles en cautiverio, el clúster 2 se asocian con muestras de alimento y el 
clúster 3 se asocia con muestras de intestino y de la baba de caracoles silvestres. 
Los perfiles de bandeo de muestras del alimento se relaciona más con las muestras de la 
baba de caracoles en cautiverio que con las muestras de baba e intestino de caracoles 
silvestres de acuerdo al dendograma. Sin embargo, a pesar de que el cluster 1 donde se 
encuentran los perfiles de bandeo correspondientes a la baba de caracol en cautiverio 
está más relacionado con el cluster 2 el análisis de similitud Anosim muestra que hay 
diferencias significativas entre estos dos grupos (r=0,52; p<0,0003). 
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Figura 2. Dendograma obtenido con el programa GelCompar II a partir de los patrones 
de bandeo en geles de DGGE del producto amplificado del gen rRNA 16S desde el 
DNA original (OS y OC) y el DNA de los barridos (BS y BC) de muestras de caracoles 
en estado silvestre y en cautiverio. Grupo 1: DNAs originales y de barridos de bC 
(CpMo1, CpMo2, CpB2-CpB6). Grupo 2: DNAs originales y de barridos de aS (OA y 
BA) y DNAs de barridos aC (CpB11), Grupo 3: DNAs originales y de barridos de bS 
(OB y BB) e iS (OI y BI). El dendograma fue elaborado usando el coeficiente de Dice 
(Nei y Li, 1979) y el promedio aritmético no ponderado (UPGMA) (Mohammadi y 
Prasanna, 2003). Los valores sobre los nodos representan el porcentaje de similitud.  
 
Muestra 
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Las bandas con patrones únicos de migración con respecto al marcador establecido (100 
bp) y de mayor intensidad fueron escindidas por duplicado cuando fue posible. El DNA 
obtenido como resultado de la extracción desde 47 bandas se utilizó para ser re-
amplificado y enviado a secuenciar. De las secuencias obtenidas solo 15 pudieron ser 
editadas exitosamente utilizando el programa BioEdit debido a la presencia de 
cromatógramas con ruidos excesivos y difíciles de alinear con una inapropiada 
correspondencia con las secuencias registradas en el GenBank (Anexo 5). Los 
resultados se muestran en la tabla 3.  
Una vez editadas las secuencias de nucleótidos, éstas fueron sometidas tanto al 
programa de búsqueda BLASTn (Altschul et al., 1990) como al RDP (Ribosomal 
Database Project) (Cole et al., 2005) (Anexo 6) para establecer sus afiliaciones 
filogenéticas. Con el propósito de probar la identidad de las secuencias se llevo a cabo 
la construcción de árboles filogenéticos a través del método de Neighbor- joining y el 
estimador de distancia Jukes-Cantor usando para esto alineamientos múltiples de las 
secuencias en estudio más secuencias de referencia relacionas (Fig. 3) (Anexo 7).  
 
En ese orden de ideas los resultados del análisis de las secuencias obtenidas de los re-
amplificados de la secuencia parcial gen rRNA 16S, revelaron una alta similitud con 
secuencias de gammaproteobacterias (20%) y betaproteobacterias (60%) (Tabla 3). En 
este estudio la secuencia de la banda L1 obtenida del DNA de BbS en el gel de 
poliacrilamida del DGGE (Fig. 1), ha sido identificada como Pseudoalteromona y se 
encontró tanto en los perfiles de los DNAs originales (DGGE no cultivable) como en 
los DNAs de barridos (DGGE cultivable) de muestras obtenidas de la baba y el intestino 
de caracoles silvestres. 
Las secuencias de las bandas escindidas denominadas M1, G1, R1, A21, I3, J3, X1, K2, 
H2, L31, G3 y O3 en los geles de poliacrilamida (Fig. 1) se agrupan en las afiliaciones 
filogenética que se muestra en la Tabla 3 (Fig. 3).  
La banda M1 se encontró en el DNA original y el DNA de los barridos de las muestras 
de baba y del intestino de caracoles silvestres. Las bandas identificadas como R1, A21, 
I3 y J3 estaban presentes en los DNAs de los barridos de baba de caracoles silvestres. 
Las bandas X1, Y1 y K2 se encontraron en el DNA original de las muestras del 
intestino de caracoles silvestres. B11 estaba presente en DNAs de lo barridos de 
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intestino de caracoles silvestres y H2 se observó en los DNAs de los barridos del 
intestino de caracoles silvestre y de la baba de caracoles en cautiverio y en los DNAs 
originales del intestino de caracoles silvestres. La banda L31 estaba presente en los 
DNAs de los barridos y G3 en los DNAs originales obtenidos desde el alimento de 
caracoles silvestre. O3 se encontró asociada al DNA de los barridos de baba de 
caracoles en cautiverio. Las secuencias de las bandas X1, K2 y H2 asociadas al intestino 
de caracoles pertenecen al mismo género. Los resultados se resumen en la Tabla 3.  
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Tabla 3. Homología de las secuencias de las bandas obtenidas por DGGE con las 
secuencias de genes rRNA 16S en la base de datos del GenBank 
Origen Banda Afiliación 
filogenética  
Secuencia 
relacionada en el 
GenBank  
Query 
coverage 
% de 
Identidad  
Valores 
de E 
Longitud 
de la 
secuencia  
BbS        
CpBB11 M1 Desconocido  Uncultured bacterium 
(AY561507) 
99 95 0,0 454 
CpBB10  L1 γ-proteobacteria Pseudoalteromonas 
sp.  
(JF820747.1) 
100 100 0,0  544 
BbS14 R1 Β-proteobacteria Janthinobacterium 
sp.  
(AB252072.1) 
96 98 0,0 498 
BbS11-14 A21 β-proteobacteria Herbaspirillum sp.  
(AB545652.1) 
100 99 0,0 561 
BbS11-14 I3  Desconocido Uncultured 
bacterium  
(AM992750.1) 
98 100 0,0 555 
BbS11-14 J3  β-proteobacteria Burkholderia 
phytofirmans 
(GQ181027) 
96 99 0,0 559 
ObS        
CpOB10 G1  β-proteobacteria Pandoraea sp. 
(EF397586.1) 
99 95 0,0 559 
BbC        
CpB1 O3 γ-proteobacteria Acinetobacter sp.  
(GQ174293.1) 
100 100  561 
BiS        
CpBI6 B11 Desconocido  Uncultured 
bacterium 
GQ057443.1 
97 99 0,0 539 
OiS        
CpOI18 Y1 β-proteobacteria Uncultured 
bacterium 
AY792250.1 
97 99 0,0 542 
CpOI18 X1 β-proteobacteria Burkholderia sp. 
AF408997.1 
95 99 0,0 479 
CpOI16 K2 β-proteobacteria Burkholderia sp. 
HM063925.1 
95 99 0,0 556 
CpOI16 H2 β-proteobacteria Burkholderia mallei  
S55000.1 
99 97 0,0 532 
BaS        
CpBA5 L31 γ-proteobacteria Acinetobacter sp. 
EU867305.1 
100 99 0,0 589 
OaS        
CpOA19 G3 β-proteobacteria Pandoraea sp. 
AB510957.1 
98 97 0,0 568 
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Figura 3. Árbol filogenético de las secuencias parciales del gen rRNA 16S 
correspondientes a las bandas obtenidas por DGGE. Los círculos, cuadrados y rombos 
negros sin relleno indican las afiliaciones de las secuencias de las bandas obtenidas 
desde los DNAs originales (bS, aS e iS). Los círculos, cuadrados y rombos con relleno 
negro indican las secuencias de las bandas obtenidas desde los DNAs de barridos (bS, 
bC, aS, aC e iS). El árbol filogenético fue elaborado con el programa Mega 5 mediante 
el método de Neighbor-joining con un bootstrap de 1000 repeticiones. Las distancias 
evolutivas fueron calculadas usando el método Jukes-Cantor. La secuencia del gen 
rRNA 16S la archaea Crenarchaeote symbiont fue usada como outgroup para mejorar la 
topología del árbol. 
(GQ181027.1) Burkholderia phytofirmans 
 J3-(CpBB11-CpBB14)
(NR_025057.1) Burkholderia caledonica 
(AY792251.1) Uncultured beta proteobacterium 
 Y1-(CpOI18)
(NR_025058.1)  Burkholderia fungorum 
(NR_043180.1)  Burkholderia sabiae 
(NR_037065.1)  Burkholderia glathei 
(NR_043553.1)  Burkholderia pseudomallei 
 (S55000S1) Burkholderia mallei
 H2-(CpOI16)
(HM063925.1)  Burkholderia sp. 
 K2-(CpOI16)
(AM992750.1) Uncultured bacterium 
 I3-(CpBB11-CpBB14)
(NR_043872.1) Burkholderia soli 
(AF408997.1) Burkholderia sp. 
 X1-(CpOI18)
 G1-(CpOB10)
 G3-(CpOA19) 
(NR_042813.1) Pandoraea pnomenusa 
 (E F397586.1) Pandoraea sp.
(AB510957.1) Pandoraea faecigallinarum 
(NR_028751.1) Pandoraea sputorum 
 B11-(CpBI6)
(GQ057443.1) Uncultured bacterium 
(NR_024944.1) Cupriavidus pauculus 
(AB545652.1) Herbaspirillum sp. 
 A21-(CpBB11-CpBB14)
(NR_043582.1) Herbaspirillum hiltneri 
 M1-(CpBB11)
(NR_026364.1) Janthinobacterium agaricidamnosum 
 (NR_044355.1) Massilia aerilata
 (AB252072.1) Janthinobacterium sp.
 R1-(CpBB14)
Beta-proteobacteria
(JF820747.1) Pseudoalteromonas sp. 
 L1-(CpBB10)
 (NR_025139.1) Pseudoalteromonas issachenkonii
 (E U867305.1) Acinetobacter sp.
 L31-(CpBA5) 
 (NR_042387.1) Acinetobacter [calcoaceticus]
GQ174293.1 ) Acinetobacter sp.
 O3-(CpB1)
Gamma-proteobacteria
 (AF421159.1) Crenarchaeote symbiont of Axinella sp.
100
100
100
69
99
98
69
45
61
88
61
46
51
86
75
85
54
84
73
68
68
40
28
48
37
36
14
27
54
68
46
29
80
79 67
100
68
70
0.01
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6.2. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE AISLADOS BACTERIANOS 
ASOCIADOS AL CARACOL PALA.  
 
6.2.1. Aislamiento de bacterias 
Después del protocolo de resucitación, 15 de 23 muestras constituidas por varios tipos 
de bacterias, mostraron crecimiento sobre medio de cultivo agar LB con agua de mar, 
12 de los cuales crecieron sobre agar TCBS. El protocolo fue repetido con las 8 
muestras restantes, incubando las placas de agar a temperatura ambiente y a 37 °C, pero 
no se observó crecimiento alguno. 89 colonias fueron aisladas para evaluar la 
producción de enzimas hidrolasas. En tanto solo un total de 57 cepas (37 aisladas en 
este estudio por el protocolo de resucitación más 20 aisladas, las cuales habían sido 
obtenidas en un estudio previo por Acosta et al., 2009) fueron seleccionadas para llevar 
a cabo el test. Entre estas, 31 fueron aisladas de la baba, 15 de intestino, 9 de alimento y 
2 de las paredes de los estanques donde los caracoles se encontraban en cautiverio.  
 
6.2.2. Filogenia de los aislados bacterianos 
De un total de 57 aislados bacterianos sólo 41 pudieron ser identificados 
molecularmente mediante secuenciación del gen rRNA 16S desde la posición 27 a la 
1492; todas las secuencias tuvieron una alta similitud (99 a 100 %) con las secuencias 
más relacionadas reportadas en el GenBank, la mayoría de las cuales fueron 
determinadas como bacterias no cultivables reportadas en trabajos realizados en 
esponjas, algas, agua de mar, hidrotermales y otros ambientes marinos (Xu et al., 2005; 
Nithyanand et al., 2011) (Tabla 5). Basándose en la filogenia de las secuencias más 
relacionadas del BLAST y las secuencias de referencia obtenidas del RDP (Ribosomal 
Database Project), tres grupos bacterianos a nivel de filo fueron identificados, entre 
ellos Proteobacteria (89%), Firmicutes (9%) y Actinobacteria (2%), dentro de los 
cuales encontramos cinco géneros diferentes: Psychrobacter 74% (30 aislados), 
Halomonas 15% (6 aislados), Exiguobacterium 7% (3 aislados), Oceanobacillus 2% (1 
aislado) y Micrococcus 2% (1 aislado) (Tabla 4, Fig. 4) (Anexo 8, Anexo 9). 
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Figura 4. Árbol filogenético basado en secuencias de rDNA 16S obtenidas de bacterias 
aisladas de la baba, el intestino y el alimento de S. gigas. El árbol fue elaborado 
mediante el método de Neighbor-joining con un bootstrap de 1000 repeticiones. Las 
distancias evolutivas fueron calculadas usando el método Jukes-Cantor. La secuencia 
del gen rRNA 16S la archaea Crenarchaeote symbiont fue usada como outgroup. 
 5CpBB11
 2CpBB12
 2CpBB11
 21CpBI7
 5CpBB13
 25CpB1
 19CpB3
 18CpOB10
 10CpBB10
 4CpBB13
 7CpBB10
 8CpBB11
(FJ695576.1) Uncultured Psychrobacter sp. 
 1CpBB10
 1CpBA4
 3CpBA4
 5CpBA3
 3CpBB11
 (HM566079.1) Psychrobacter sp. 
 2CpBB14
 6CpOI15
(EF101550.1) Psychrobacter celer 
 28CpOI15
 (EU371568.1) Uncultured Psychrobacter sp.  
 1CpBA3TCBS
(FJ695592.1)  Uncultured Psychrobacter sp.
 (FJ695589.1) Uncultured Psychrobacter sp. 
 1CpBB14
 3CpBB10
(DQ399761.1) Psychrobacter sp. 
 24CpOI15
 13CpOI15
 8CpBB14
 6CpBB14
(NR_028948.1) Psychrobacter nivimaris
(NR_025457.1) Psychrobacter submarinus  
(NR_025531.1) Psychrobacter fozii 
 1CpB4
(GU570642.1) Psychrobacter sp.  
 3CpB4
 10CpB4
Psychrobacter
(NR_027219.1) Halomonas axialensis 
 2CpOI6
(AB166968) Halomonas sp. 
 5CpOI8
(AM403725.1 ) Halomonas sp.  
 1CpB10
 12CpOA5
 26CpOI8
 22CpB4
Halomonas
Gammaproteobacteria
 20CpOB13
(GU213502.1) Micrococcus sp.
Micrococcus
(NR_037113.1)  Micrococcus luteus 
Actinobacteria
 29CpOB11
(DQ358670.1) Oceanobacillus sp. 
(NR_028952.1)  Oceanobacillus picturae  
Oceanobacillus
 (NR_024812.1) Exiguobacterium oxidotolerans 
 (DQ407720.1) 3CpBI9TCBS
 Exiguobacterium sp. 
 5CpBI9
 27CpOI17
 FM203124.1 Exiguobacterium arabatum
Exiguobacterium
Firmicutes
(AF421159.1) Crenarchaeote symbiont of Axinella sp. 
52
55
54
100
100
100
99
100
90
100
87
66
62
98
100
64
100
100
64
64
14
58
38
69
62
58
36
43
99
43
100
52
0.01
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Tabla 4. Identificación taxonómica y posición filogenética de los aislados desde 
muestras asociadas al caracol pala 
Origen 
* 
Cepa  N° acceso 
al 
GenBank  
Secuencia 
relacionada en el 
GenBank   
Query 
coverage 
% de 
Ident 
Valor 
de E 
Longitud 
de la 
secuencia  
Grupo 
bacteriano  
BbS 18CpOB10 JN602247 Uncultured 
Psychrobacter sp. 
FJ695576 
100 99 0,0 1400 
γ-proteo 
bacteria 
 
BbC 19CpB3 JN602246 -- -- -- 1415 
BiS 21CpBI7 JN602245 -- -- -- 1405 
BbC 25CpB1 JN602244 -- -- -- 1401 
BbS 7CpBB10 JN602230 -- -- -- 1370 
-- 10CpBB10  JN602217 -- -- -- 1382 
-- 2CpBB11 JN602214 -- -- -- 1383 
-- 5CpBB11 JN602212 -- -- -- 1369 
-- 8CpBB11 JN602216 -- -- -- 1370 
-- 2CpBB12 JN602221 -- -- -- 1383 
-- 4CpBB13 JN602215 -- -- -- 1389 
-- 5CpBB13 JN602213 -- -- -- 1408 
BiS 6CpOI15 JN602248 Uncultured 
Psychrobacter sp. 
FJ695589 
99 99 0,0 1223 
-- 13CpOI15 JN602252 100 100 -- 1412 
-- 24CpOI15 JN602254 -- -- -- 1417 
-- 28CpOI15 JN602243 -- 99 -- 1407 
BaS 1CpBA3TCBS JN602235 -- -- -- 1311 
-- 5CpBA3 JN602219 -- -- -- 1389 
-- 1CpBA4 JN602231 -- -- -- 1376 
-- 3CpBA4 JN602218  -- -- -- 1389 
  
BbS 3CpBB11 JN602220  -- -- -- 1369 
-- 1CpBB14 JN602222  99 100 -- 1390 
BbS 3CpBB10 JN602223 Psychrobacter sp.  
DQ399761  
100 100 0,0 1369 
 
-- 2CpBB14 JN602232 -- 99 -- 1338 
-- 6CpBB14 JN602234 -- -- -- 1235 
-- 8CpBB14 JN602233 -- -- -- 1349 
BbS 1CpBB10 JN602224 Psychrobacter 
celer 
EF01550.1 
 
EF101550 
-- -- -- 1400 
BbC 1CpB4 JN602225 Psychrobacter sp.  
GU570642 
100 100 0,0 1388 
-- 3CpB4  JN602226 -- -- -- 1388 
-- 10CpB4 JN602227 -- -- -- 1396 
BiS 5CpOI8 JN602239 Halomonas sp. 
AM403725  
100 100 0,0 1383 
BbC 22CpB4  JN602238 -- -- -- 
-- 
 
1376 
BiS 26CpOI8  JN602237 -- -- -- 1379 
BaC 1CpB10 JN602228 -- 99 -- 1383 
BaS 12CpOA5 JN602251  -- -- -- 1373 
BiS 2CpOI6 JN602249 Halomonas sp 
AB166968 
98 100 0,0 1401 
BiS 27CpOI17 JN602236 Exiguobacterium 
arabatum 
FM203124 
99 100  1396 Firmicutes 
BiS 5CpBI9 JN602253 Exiguobacterium 
sp. DQ407720 
99 99 0,0 1445 
-- 3CpBI9TCBS JN602229 100 100 0,0 1396 
BbS 29CpOB11 JN602242 Oceanobacillus 
sp. DQ358670 
100 100 0,0 1428 
BbS 20CpOB13 JN602241 Micrococcus sp. 
 GU213502 
100 100 0,0 1374 Actino- 
bacteria 
*Nomenclatura de la tabla 1. 
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6.3. PERFIL ANTIBACTERIAL DE LOS AISLADOS ASOCIADOS AL 
CARACOL PALA  
 
Uno de los objetivos de este estudio fue caracterizar las comunidades bacterianas 
cultivables que exhibieran actividades antimicrobianas. 23 aislados fueron agrupados en 
tres unidades taxonómicas (Psychrobacter, Micrococcus y Halomonas), seis de estos 
aislados (26%) mostraron actividad antibiótica contra al menos una de las cepas 
evaluadas (Tabla 5). La inhibición de bacterias Gram negativas por los aislados 
asociados al caracol pala fue más común que la inhibición de Gram positivos (Fig. 5, 
Fig. 6, Fig. 7 y Fig. 6) (Tabla 6).  
 
Tabla 5. Patrones de actividad antibacteriana (a-g) de bacterias asociadas a Strombus 
gigas. 
Inhibición de las cepas evaluadas Patrones de actividad Número de 
aislados 
Porcentajes (%) 
de aislados 
Sólo E. coli a 0 0 
Sólo P. aeruginosa b 2 33,4 
Sólo B. subtilis c 0 0 
E. coli y P. aeruginosa d 0 0 
E. coli y B. subtilis e 0 0 
P. aeruginosa y B. subtilis  f 1 16,7 
E. coli, P. aeruginosa y B.subtilis g 3 50 
 
 
Figura 5. Halo de inhibición del extracto metanólico crudo derivado de la cepa 
bacteriana identificada como Uncultured Psychrobacter sp. (6CpOI15) frente a Bacillus 
subtilis. 
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Figura 6. Halo de inhibición del extracto metanólico crudo derivado de una cepa 
bacteriana identificada como Uncultured Psychrobacter sp. (25CpB1) frente a Bacillus 
subtilis. 
 
 
Figura 7. Halo de inhibición del extracto metanólico crudo derivado de una cepa 
bacteriana identificada como Micrococcus sp. (20CpOB13) frente a E. coli.  
 
a 
 
b 
25 mm 
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  c 
Figura 8. Halos de inhibición del extracto metanólico crudo derivado de la cepa 
bacteriana identificada como Psychrobacter sp. (3CpBB10) a) Frente a a) Bacillus 
subtilis b) Pseudomona aeruginosa y c) E. coli. 
 
Tabla 6. Afiliación de las bacterias asociadas a Strombus gigas a los grupos 
taxonómicos (OTU) y patrones de actividad (a-g) + Actividad antibiótica, − no 
actividad antibiótica. 
Aislado OTU Grupo 
bacteriano 
Patrones 
de 
actividad 
Actividad contra las cepas evaluadas 
    E. coli P. aeruginosa  B. subtilis 
6CpOI15 Uncultured 
Psychrobacter 
sp. 
Gram 
negativo  
f  - + + 
19CpB3 Uncultured 
Psychrobacter 
sp. 
Gram 
negativo  
g  + + ++ 
20CpOB13 Micrococcus sp. Gram 
positivo  
g  + + ++ 
25CpB1 Uncultured 
Psychrobacter 
sp. 
Gram 
negativo  
g + + +++ 
26CpOI8  Halomonas sp. Gram 
negativo  
b  - + + 
3CpBB10 Psychrobacter 
sp. 
Gram 
negativo 
a  - +++ - 
(-) Inactividad, (+) actividad débil (7-10 mm halo), (++) buena (10-15 mm del halo), (+++) muy buena 
(mayor de 15 mm). 
Amp 
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6.4. ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE CEPAS BACTERIANAS ASOCIADAS AL 
CARACOL 
 
6.4.1. Análisis cualitativo de enzimas hidrolíticas  
La habilidad para producir cuatro hidrolasas diferentes fue evaluada en 57 aislados, el 
66,66% evidenció actividad enzimática. Un total de 6, 28, 2, 6 y 21 cepas presentaron 
producción de amilasas, proteasas con caseína y gelatina como sustrato, celulasas y 
lipasas respectivamente (Fig. 9). Además varios aislados expresaron actividad 
hidrolítica combinada: 1 cepa presentó 4 actividades hidrolíticas diferentes, 4 cepas 
presentaron 3 actividades hidrolíticas diferentes, 14 cepas presentaron 2 actividades 
hidrolíticas diferentes y 19 cepas presentaron una sola actividad hidrolítica (Anexo 10). 
 
 
Figura 9. Cepas productoras de enzimas hidrolíticas, aisladas de la baba, el intestino y 
el alimento de caracoles silvestre y en cautiverio 
 
El 28,12% de las cepas identificadas como Psychrobacter presentaron producción de 
lipasas, considerando un total 30 cepas identificadas como Psychrobacter aisladas de 
intestino, baba y alimento más 2 de los estanques. El 40,62 % (13 cepas) y el 3,3% (1 
cepa) de las cepas identificadas como Psychrobacter presentaron producción de 
proteasas con caseína como sustrato y gelatina respectivamente. Las cepas que 
presentaron producción de amilasas fueron 6 aislados identificados como Halomonas 
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sp., Psychrobacter sp. y Exiguobacterium sp., obtenidos de barridos de intestinos de 
caracoles silvestres y baba (Fig. 10) Oceanobacillus y Micrococcus no mostraron 
actividad hidrolítica frente a los sustratos evaluados.  
 
  
Figura 10. Número de aislados identificados con actividad de enzimas hidrolítica s. 
 
6.4.2 Análisis cuantitativo de las hidrolasas en los extractos crudos enzimáticas  
 
6.4.2.1. Amilasas  
En un experimento previo 57 aislados fueron crecidos sobre agar almidón, 6 de estas 
cepas formaron una zona clara alrededor del crecimiento, de las cuales 4 fueron 
seleccionadas para cuantificar la producción de amilasas extracelulares. Con el 
propósito de realizar la cuantificación de los azúcares reductores liberados por las 
amilasas se llevo a cabo la construcción de una curva estándar de glucosa tal como se 
describió previamente en los métodos; los resultados se muestran en la Fig. 11(Anexo 
11). Los aislados 27CpOI17 identificado como Exiguobacterium arabatum (100% de 
máxima identidad), y 3CpBI9 y 5CpBI9 identificados como Exiguobacterium sp., 
después de 48 h de incubación a una temperatura de 30 °C evidenciaron producción de 
enzimas amilolíticas con valores cercanos al control positivo (Tabla 7). 
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Figura 11. Curva de calibración de glucosa usada para determinar la cantidad de 
azúcares reductores liberados por las amilasas extracelulares. 
 
Tabla 7. Amilasas extracelulares de aislados bacterianos asociados al caracol pala 
Aislado 
a
Proteínas totales 
(mg)
a
 
Actividad (U) 
b
Actividad específica 
(U/mg de proteína)
b
 
Halomonas sp. EP34  
Cepa 26CpOI8 
0,0897 1,020 +0,078 11,376 
Exiguobacterium arabatum. Cepa 
27CpOI17 
0,0701 4,185 +0,754 59,305 
Exiguobacterium sp. 
Cepa 3CpBI9 
0,1043 3,040 +0,445 29,148 
Exiguobacterium sp.  
Cepa 5CpBI9 
0,0702 2,144 +0,058 30,539 
Control + Bacillus subtilis  0,0785 5,371 +0,2278 68,404 
a 
Las proteínas fueron medidas por el método de Bradford ver curva de calibración Fig.12 (Anexo 12). 
b 
Unidades de actividad enzimática µmoles de glucosa/ mg de proteína* minuto 
 
Se han reportado valores de actividad amilasa para bacterias identificadas como 
Bacillus subtilis, de 10,68 U/ml y 110 U/ mg (Najafi et al., 2005), e incluso de 44.8 
U/ml (Asgher et al., 2007) estos valores dependen de las condiciones del cultivo 
(sustratos usados, temperatura, pH, tiempo) y de la reacción enzimática. Si la enzima ha 
sido purificada o se encuentra aún en el sobrenadante obtenido después del cultivo 
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celular. Teniendo en cuenta que la actividad metabólica de ciertas enzimas aumenta con 
la temperatura se esperaría mejores resultados a temperaturas por encima de 30 °C tal 
como se ha descrito en estudios previos realizados en Bacillus con un aumento de la 
actividad desde 40 hasta 80 °C (Asgher et al., 2007; Burhan et al., 2003). 
 
 
Figura 12. Curva estándar de BSA usada para la medición del contenido de proteínas 
en los extractos crudos enzimáticos.  
 
6.4.2.2. Proteasas  
La formación de una zona clara alrededor de las colonias en medio de cultivo agar leche 
fue considerada como un indicador para la producción de proteasas extracelulares 28 
aislados mostraron una zona clara alrededor de sus colonias. A pesar de que 
previamente se había establecido que no existe correlación entre el tamaño de las zonas 
claras alrededor del crecimiento sobre agar leche y los niveles de actividad de las 
proteasas (Coolbear et al., 1991). Las cepas con mayor halo de hidrólisis (siete aislados) 
fueron seleccionadas para medir la producción y la actividad proteolítica. Se elaboro 
una curva estándar de L-tirosina con el propósito de realizar la medición de la actividad 
proteasa en unidades de tirosina liberada Ver fig. 13 (Anexo 13) Los resultados 
presentados en la Tabla 8 revelan que las actividades de las cepas evaluadas son 
inferiores a las registradas por el Bacillus subtilis. De los tres aislados con actividades 
mayores a 1 U/mg y menores al control positivo, el aislado 7CpME8 (aislado de las 
y = -1,2836x2 + 2,3987x - 0,0014 
R² = 0,9981 
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
A
b
so
rb
an
ci
as
 (
6
2
0
 n
m
) 
Concentración de BSA en mg/ml 
52 
 
paredes de los estanques en cautiverio, número de acceso al GenBank JN602250) 
identificado como Psychrobacter sp. exhibió la actividad proteasa más alta. 
 
 
Figura 13. Curva estándar de L-tirosina usada para la determinar la actividad proteasa 
 
Tabla 8. Proteasas extracelulares de aislados bacterianos asociados al caracol pala  
Aislado 
a
Proteínas totales 
(mg)
a
 
Actividad (U) 
b
Actividad específica (U/mg de 
proteína)
b
 
Psychrobacter celer  
Cepa 1CpBB10 
0,0764 0,0146+0,0010 0,1914 
Uncultured Psychrobacter 
sp.  
Cepa 3CpBB11 
0,0581 0,0392+0,0163 1,1428 
Exiguobacterium sp. 
Cepa 5CpBI9   
0,0343 0,0204+0,0114 1,0901 
Psychrobacter sp. 
Cepa 7CpME8.  
0,0243 0,0425+0,0005 1,7534 
Control + Bacillus subtilis 0,0390 0,4331+0,0370 11,100 
a 
Las proteínas fueron medidas por el método de Bradford 
b
 Unidades de actividad enzimática µmoles de tirosina/ mg de proteína* minuto  
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6.4.2.3. Lipasas  
Usando un medio de cultivo para la producción de lipasas suplementado con aceite de 
oliva y polisorbato 80, se llevó a cabo la preparación de los extractos crudos 
enzimáticos para 8 de 11 aislados bacterianos, que habían evidenciado inicialmente 
actividad lipolítica en el medio de cultivo para lipasas. Sólo 6 extractos enzimáticos 
presentaron actividad lipolítica extracelular usando un sustrato de 16 átomos de carbono 
conocido como para-nitrofenil palmitato (p-NPP) (Tabla 11). Para realizar la 
cuantificación de las lipasas se elaboró una curva estándar de p-nitrofenil tal como se 
describió previamente en los métodos ver fig. 14 (Anexo 14).  
 
Figura 14. Curva estándar de p-nitrofenol usada para la cuantificación de lipasas 
extracelulares.  
 
Tabla 9. Lipasas extracelulares de aislados bacterianos asociados al caracol pala  
Aislado  
a
Proteínas totales (mg)
a
 Actividad (U) 
b
Actividad específica (U/mg de proteína)
b
 
Psychrobacter sp. Cepa 8CpME9 0,0755 11,20+ 5,3 148,45 
Psychrobacter sp. Cepa 24CpOI15 0,1169 5,4+ 2,0 46,54 
Psychrobacter sp. Cepa 25CpB1 0,2065 7,10+3,3 34,40 
Psychrobacter sp. Cepa 10CpBB10 0,1910 16,22+8,4 84,92 
Psychrobacter sp. Cepa 3CpBB10 0,0979 15,23+ 2,7 155,52 
Exiguobacterium sp. Cepa 5CpBI9 0,0556 9,28+4,9 166,88 
Control + Staphylococcus aureus   0,0864 5,05+ 2,3 58,45 
a
Las proteínas fueron medidas por el método de Bradford 
b
 Unidades de actividad enzimática µmoles de p-nitrofenol / mg de proteína* minuto 
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En un estudio relacionado con la caracterización de una lipasa extracelular obtenida de 
una cepa de Staphylococcus aureus, la actividad específica medida en el sobrenadante 
del cultivo usando tributirina como sustrato fue de 10 U/mg, menor a la reportada en 
este estudio, (Horchani et al., 2009) otra lipasa aislada de un Staphylococcus xylosus 
registro una actividad de 54.61 U/mg a 50 °C cuando se utilizó p-nitrofenil butirato 
como sustrato; adicionalmente fueron medidos valores menores por debajo de esta 
temperatura, lo cual relaciona en forma positiva el aumento de la actividad enzimática 
con el aumento de la temperatura. La cinética de las enzimas depende de factores como 
la temperatura, el pH u otros descritos previamente (Borges et al., 2011).  
 
Para comparar en este estudio la actividad de las hidrolasas de los aislados con enzimas 
comerciales se usaron las siguientes enzimas:  
α.- amilasa de Bacillus amyloliquefaciens de la casa comercial Sigma-Aldrich  
Proteasa de Bacillus amyloliquefaciens de la casa comercial Sigma-Aldrich  
 
Los resultados encontrados muestran que la actividad de estas enzimas es notoriamente 
superior a las de los extractos enzimáticos evaluados. Tal como se evidencia en la 
siguiente tabla si se comparan la densidad óptica de 0,15 con el resultado obtenido por 
el aislado 5CpBI9 (0,160) se espera que al aumentar las concentraciones en términos de 
unidades de actividad, los niveles sean superiores a los registrados por el aislado.  
 
Tabla 10. Resultados de las absorbancias para diluciones diferentes de α.- amilasa de 
Bacillus amyloliquefaciens. Los azucares reductores fueron medidos usando el método 
de DNS. 
Unidades /gramo  Absorbancia (650 nm) 
0,001 0,031 
0,002 0,082 
0,003 0,115 
0,004 0,135 
0,005 0,143 
0,006 0,15 
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La actividad de la enzima comercial evaluada sin diluir es equivalente a 250 
unidades/gr. Cuando concentraciones superiores a 100 unidades/gramo fueron 
evaluadas, los valores de las absorbancias permanecieron iguales lo cual se puede 
explicar por el consumo completo de la cantidad de almidón en una solución al 1% 
(P/V) y a que tan sólo una unidad de almidón de la enzima comercial puede degradar 
5,26 gramos de almidón seco por hora.  
Al comparar una enzima producida bajo condiciones que garantizan su máxima 
eficiencia y pureza con un extracto crudo enzimático en términos de actividad, se ha 
observado que la actividad enzimática de la hidrolasa en estado puro es mayor (Reddy 
et al., 1998)  
Cuando fue evaluada la presencia de proteasas en los extractos crudos se obtuvo para el 
control positivo (Bacillus subtilis) una absorbancia promedio de 0,713 cercana a la 
registrada para 0,1 unidades/gramo de la enzima comercial (Tabla 11), sin embargo, los 
valores de las absorbancias registrados para el resto de los aislados se mantuvo por 
debajo de 0,1 unidades.  
 
Tabla 11. Resultados de las absorbancias para diluciones diferentes de proteasas de 
Bacillus amyloliquefaciens. Las proteasas fueron medidas por el método de Lowry.  
Unidades/gramo Absorbancia (650 nm) 
0 0,206 
0,1 0,708 
0,2 0,768 
0,3 0,916 
0,4 0,989 
0,5 1,052 
 
La actividad de la enzima comercial sin diluir es de 0,8 unidades/gramo. 
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7. DISCUSIÓN 
 
 
7.1. ANÁLISIS DE LOS PERFILES DE DGGE. 
 
 
El caracol pala Strombus gigas pertenece a la clase Gastropoda habita en los fondos 
marinos arenosos poco profundos y está distribuido a lo largo de todo el atlántico 
tropical noroccidental (Warmke y Abbott, 1961; Randall 1964; Brownell y Stevely 
1981, McCarthy, 2007). Sobre la microbiota del caracol pala y de los microorganismos 
simbiontes que éste hospeda poco es conocido (Acosta et al., 2009). La microbiota 
bacteriana ha sido estudiada en varios organismos marinos algas, corales (Kvennefors et 
al., 2010), peces (Sun et al., 2009) y en caracoles (Rodríguez et al., 2011) con el 
propósito de conocer y entender el efecto de las poblaciones bacterianas sobre la 
ecología, la conservación, la salud y la protección frente a patógenos en los hospederos, 
las variaciones en la diversidad microbiana de acuerdo al ecosistema habitado, entre 
otros aspectos. 
En este estudio se examinó la diversidad microbiana asociada a los caracoles de las Islas 
de Rosario en Colombia, en hábitats silvestres y en cautiverio, usando aproximaciones 
dependientes de cultivo (cultivo en placas de agar y PCR-DGGE) e independientes de 
cultivo (PCR-DGGE y análisis de secuencias del gen rRNA 16S) encontrando 
variaciones en las poblaciones bacterianas de acuerdo al material biológico de donde 
éstas fueron obtenidas y al hábitat de los caracoles. Hasta hace muy poco la información 
sobre la microbiota bacteriana en el caracol pala era escasa, sin embargo, gracias al uso 
de estrategias dependientes e independientes de cultivo en el laboratorio, se comenzó a 
describir la microbiota del caracol pala en términos de diversidad y clasificación de 
bacterias Acosta (2009). Él presente trabajo, aporta información que puede llegar a ser 
notable en la ecología, en la industria y en la biotecnología, información que será 
discutida en detalle en los siguientes apartes. Los DNAs originales obtenidos por 
extracción directa desde el material biológico (baba, intestino y alimento) y los DNAs 
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bacterianos extraídos desde los barridos crecidos sobre medios de cultivos (agar marino) 
ambos asociados a muestras de caracoles en cautiverio y silvestres, fueron utilizados 
para analizar la diversidad por DGGE (cultivables y totales (cultivables y no 
cultivables). 
Cuando los perfiles de DGGE de las secuencias parciales del gen rRNA 16S de los 
barridos (UFC) fueron comparados con los perfiles de DGGE del DNA original 
(obtenido directamente desde el material biológico), se observaron diferencias en el 
número de bandas de acuerdo a la matriz de presencia y ausencia de datos con un 
número mayor de bandas diferentes para las muestras originales. Al contrastar los 
índices de diversidad (Shannon-Wiener) entre las muestras originales y las 
correspondientes a los barridos (H’= 3,44) de caracoles silvestres las diferencias no 
fueron notables (p>0,05), pese a que el índice de diversidad resulto ser más alto para las 
muestras originales (H’=3,55). Cuando los perfiles de DGGE independiente (DNAs 
originales-totales) y dependientes de cultivo (DNAs barridos- Cultivable) asociados a 
caracoles silvestres fueron examinados se encontraron 52 bandas diferentes. El 13.5% 
de las bandas fueron únicas a los perfiles de DGGE dependientes de cultivo (barridos), 
el 17,3% a los perfiles de DGGE independientes de cultivo (originales) y el 69,2% 
fueron encontradas en ambas comunidades. La presencia de bandas únicas tanto en los 
DNAs de los barridos como en los DNAs originales y de bandas comunes en ambas 
comunidades, demuestran que los perfiles de DGGE independientes de cultivo y 
dependientes de cultivo pueden resolver comunidades bacterianas únicas, diversas e 
igualmente complejas (Edenborn y Sexstone, 2007).     
La matriz de presencia y ausencia de bandas resultantes del DGGE también fue usada 
para un análisis de similitud (ANOSIM) entre las muestras asociadas a caracoles 
silvestres y en cautiverio como se describe en los resultados previamente; encontrando 
diferencias significativas entre las muestras asociadas a caracoles silvestres y en 
cautiverio. El coeficiente de Bray-Curtis ha sido sugerido como un coeficiente ideal 
para la construcción de matrices de similitud, es un método robusto (Faith et al., 1991). 
El Sorensen or Dice también ha sido descrito en el análisis de comunidades microbianas 
(Eichner et al., 1999). Es importante anotar que cuando se usan el coeficiente de Bray-
Curtis para analizar presencia y ausencia de datos, éste es idéntico al coeficiente de 
Sorensen el cuál usa presencia y ausencia de datos por definición.  
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La diversidad microbiana en caracoles había sido estudiada usando ITS (Acosta el al., 
2009) con patrones que sugerían la existencia de comunidades diversas tanto en los 
DNAs originales obtenidos por extracción directa desde muestra de baba, alimento e 
intestino como en la fracción cultivable o barridos. Probablemente el almacenamiento 
prolongado durante aproximadamente 2 años de las muestras originales y los barridos, 
estuvo asociado al deterioro del DNA, y por consiguiente a una reducción en el número 
de bandas que se esperaba observar por DGGE. Aunque el DGGE no es la opción más 
apropiada para la caracterización completa de las comunidades bacterianas o para medir 
la diversidad microbiana por si mismo, es aún ideal para el cribado inicial cuando se 
comparan múltiples muestras (Green et al., 2009). La técnica del DGGE puede ser 
afectada por bajas concentraciones de DNA para las diferentes especies o por altas 
concentraciones de DNA que compiten durante las reacciones de PCR, (Ogier et al., 
2002). La abundancia relativa de los miembros de una comunidad puede afectar la 
detección de ciertas especies por PCR y DGGE.  
 
Una de las mayores ventajas de la técnica DGGE sobre otros métodos usados para el 
análisis de comunidades microbianas es que permite hacer una comparación cualitativa 
entre diferentes muestras con relativa facilidad por separación de los productos de PCR 
de acuerdo al comportamiento de la temperatura de melting de los diferentes amplicones 
(Muyzer et al., 1998). No obstante la técnica del DGGE no es un indicador 
suficientemente preciso de la composición de las comunidades con una diversidad 
desconocida (Kisand y Wikner, 2003). La representación visual de los perfiles de cada 
una de las poblaciones analizadas, a través de patrones de bandeo permiten enfocarse en 
las bandas de interés que pueden ser escindidas, en ese orden de ideas las bandas 
podrían ser procesadas de dos formas: a) secuenciación de los productos de PCR o b) 
clonación, selección de los clones por DGGE y secuenciación (Murray et al., 1996; 
Sekiguchi et al., 2002). La opción b suministra una calidad superior en las secuencias, 
pero la opción a proporciona información importante sobre la pureza de las bandas 
escindidas (Green et al., 2009). La baja calidad en las secuencias obtenidas desde las 
bandas escindidas en este estudio (68 %), es un indicador de los sesgos que pueden estar 
ligados a la técnica de DGGE. Así mismo, reportes previos han demostrado que una 
única banda puede contener rDNA 16S de más de dos especies bacterianas (Co-
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migración de bandas con secuencias similares) (Sekiguchi et al., 2001) o que varias 
bandas son generadas desde una sola especie lo cual puede ser dilucidado por la 
presencia de varios cistrones presentes en un mismo genoma o polimorfismos del gen 
rRNA 16S (Nubel et al., 1996; Moreno et al., 2002; Vásquez et al., 2005). Las causas 
de una información filogenética imprecisa pueden ocurrir antes o después de los 
procesos de separación de las bandas como fallas en el proceso de extracción del DNA, 
amplificación preferencial de ciertas secuencias (Reysenbach et al., 1992), formación de 
quimeras (Kopczynski et al., 1994; Wang y Wang, 1997; Speksnijder et al., 2001) y 
hererodúplex (Muyzer y Smalla 1998; Ferris y Ward 1997). Otra fuente de error en 
PCR-DGGE es que las comunidades muy diversas pueden estar representadas por smear 
o manchas que pueden ser interpretadas erróneamente (Torsvik et al., 1998; Nikolausz 
et al., 2005) 
En el análisis de los clusters resultantes de los patrones de bandeo de las muestras de 
DNA obtenidas del alimento de los caracoles en cautiverio y silvestres están más 
relacionados con las muestras de DNA de la baba de caracoles en cautiverio (Fig. 2). 
Posiblemente debido a la mayor concentración de alimento en los estanques donde los 
caracoles eran cultivados y a la reducción del flujo del agua comparado con el hábitat 
natural de los caracoles silvestres.  
Es poco probable que las secuencias de rDNA 16S que representan menos del 1 % de 
todos los DNAs molde en una comunidad bacteriana sean detectadas por la técnica de 
DGGE (Muyzer et al., 1993; Muyzer y Smalla, 1998). Sin embargo, los análisis basados 
en aproximaciones independientes de cultivo como el DGGE a partir de DNAs 
extraídos directamente desde muestras ambientales (suelo, agua, tejidos biológicos) 
podrían expresar mejor la diversidad y la riqueza de las comunidades microbianas 
debido a que los cultivos destruyen las interacciones que ocurren entre los organismos 
en sus hábitats naturales (Joint et al., 2010).  
La estructura de las comunidades bacterianas no necesariamente refleja la 
heterogeneidad fisiológica de las poblaciones ecológicamente importantes y pueden 
ignorar las poblaciones que podrían desempeñar un papel fundamental en los 
ecosistemas. En caracoles pala es muy poco conocido sobre la diversidad microbiana 
con escasos estudios que puedan ser usados como referentes para comparar los 
resultados encontrados. Los resultados de las secuencias de las bandas obtenidas por la 
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técnica DGGE (Barridos o fracción cultivable) fueron diferentes a los de las secuencias 
de los aislados sobre los medios de cultivo que fueron usados para las pruebas 
enzimáticas. La discrepancia puede presentarse por los medios de cultivos empleados y 
el método de resucitación de bacterias que no aseguró la recuperación completa de las 
cepas que crecieron inicialmente a partir del material biológico como las 
Pseudoalteromonas. Los datos de las secuencias de los estudios dependiente e 
independientes de cultivo están relacionados filogenéticamente a nivel de la clase 
perteneciente a las Gammaproteobacteria, no obstante los géneros encontrados fueron 
diferentes (Tablas 3 y 4), exceptuando las secuencias correspondientes al género 
Pseudoalteromona, que fue detectada por DGGE (Banda L1) (Fig.1) y la secuencia del 
aislado DI1Sg (GQ253505) reportado anteriormente en los barridos por Acosta et al., 
(2009).  
Las secuencias del gen rRNA 16S de las bandas escindidas en los geles obtenidos por 
DGGE han sido agrupadas en dos clases taxonómicas las Betaproteobacterias y las 
Gammaproteobacterias, éstas últimas, reportadas como el grupo bacteriano dominante 
en comunidades bacterianas asociadas a invertebrados marinos (Wegley et al., 2007; 
Kvennefors et al., 2010). Las Betaproteobacterias también han sido descritas 
previamente como habitantes comunes en ambientes marinos (Kirchman et al., 2005; 
Zhang et al., 2006). 
Las secuencias de las bandas asociadas a muestras del intestino de caracoles silvestres 
(iS) H2, K2 y X1(Tabla 3) tuvieron un porcentaje de similitud en sus secuencias entre el 
97 y 99% en el Blastn con Burkholderia sp., género bacteriano extremadamente 
heterogéneo que ha sido descrito previamente como fijador de nitrógeno en el arroz 
(Kennedy et al., 2004) y en los suelos salinos costeros (Barua et al., 2011; y como 
patógeno oportunista de plantas y humanos (Onofre-Lemus et al., 2009). El papel de las 
Burkholderia en organismos acuáticos aún es poco comprendido. En un estudio sobre la 
microbiota intestinal de peces como Epinephelus coioides, Sun et al., (2009) se informó 
que la presencia de una mayor densidad celular de Burkholderia cepacia estaba 
asociada al crecimiento lento en éstos juveniles.  
La secuencia del amplificado de la banda A21 (Fig.1) corresponde a Herbaspirillum un 
género relacionado con la especie Aquaspirillum aislada en medios acuáticos (Ding y 
Yokota, 2004) y asociado también como bacterias fijadoras de nitrógeno a través de las 
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secuencias más relacionadas reportadas en el GenBank, sin embargo, algunas de las 
especies pertenecientes a este género son considerados como patógenos oportunistas. El 
rol de las bacterias fijadoras puede ser de interés, pues se sabe que el nitrógeno no es un 
nutriente limitante sólo para plantas, muchos insectos tienen una dieta pobre en 
nitrógeno, así que la existencia de bacterias fijadoras de nitrógeno en el intestino de 
termitas y moscas de fruta (Behar et al., 2005) permite cuestionar el impacto ecológico 
extendido de la fijación biótica de nitrógeno asociativa en animales (Bothe et al., 2007). 
La secuencia correspondiente a L1 (bS) de baba de caracoles silvestres con un 
porcentaje de similitud del 100% en el Blastn está relacionada con el género 
Pseudoalteromona frecuentemente aislado de ambientes marinos, corales, briozoos y 
peces (Pukall et al.; 2002; Shnit-Orland y Kushmaro, 2009; Svanevik y Lunestad, 
2011). Algunas especies de Pseudoalteromonas producen compuestos antibacterianos. 
Chen et al., (2010) reportaron la presencia de una Pseudoalteromona aislada de los 
corales Mantipora aequituberculata, con actividad contra algunos Staphylococcus 
aureus resistentes a la meticilina, adicionalmente muchas de las especies de 
Pseudoalteromonas han sido encontradas en asociación con huéspedes eucariotas en 
ambientes marinos produciendo metabolitos contra un amplio rango de bacterias y 
hongos (Gauthier et al., 1995; Holmstrom et al., 1999). 
 
La secuencia de las bandas L31 (aS) y O3 (bC) guardan una similitud del 99 y 100% 
con Acinetobacter, relacionado con procesos de comensalismo en el intestino de 
algunos invertebrados marinos, además han sido reportados como perteneciente a la 
micro-flora normal en otras especies de caracoles (Ducklow et al., 1979) esta secuencia 
también ha sido relacionada en el GenBank con microorganismos asociados a las 
semillas de leguminosas esto tal vez se deba a la amplia versatilidad de este género en 
diferentes ambientes.  
Las secuencias de las bandas G1 (bS) y G3 (aS) con porcentajes de similitud de 95 y 
96% respectivamente para Pandoraea sp. género bacteriano que está relacionado con 
mecanismos de oxidación de tiosulfato en el agua y en el suelo, y en la estimulación del 
crecimiento de las plantas (Anandham et al., 2008), encontrándose en los ambientes 
marinos en forma libre o asociada al plantón (Fera et al., 2007). Aunque algunos 
invertebrados marinos que habitan en las profundidades del océano han sido reportados 
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en procesos de transformación del sulfuro de hidrogeno a tiosulfato el cual finalmente 
puede utilizado por las bacterias endosimbiontes en la quimiosíntesis (Childress y 
Girguis, 2010), no hay evidencias suficientes que permitan concluir que algunas de 
estas bacterias pertenecen al género Pandoraea y también estén asociadas al caracol 
pala, a pesar de que éste se ha encontrado en profundidades de hasta 100 metros.  
La secuencia correspondiente a la banda R1 fue identificada como Janthinobacterium 
sp. con un porcentaje de similitud del 99%. Este género ha sido recientemente aislado a 
partir de tres especies de anfibios entre estos la Rana mucosa, e inhibe un hongo 
patógeno el Batrachochytrium dendrobatidis por secreción de violaceína, un metabolito 
antimicrobiano (Nakamura et al., 2002; Bosch y McFall-Ngai, 2011). En estas bacterias 
también ha sido detectada la presencia de amilasas y quitinasas. Si se avanza hacia el 
estudio de las interacciones que ocurren entre el caracol y su microbiota, es posible que 
se pueda conocer más sobre la diversidad microbiana e importancia para su hospedero, 
en procesos de defensa, descomposición de materia orgánica y los ciclos 
biogeoquímicos, aislar microorganismos aún no cultivados es uno de los pasos que 
ayudara a entender cómo ocurren los procesos relacionados con la síntesis de 
antimicrobianos como la violaceína y si realmente ocurren en el caracol pala, a causa de 
que la identificación de una única secuencia correspondiente a una banda extraída desde 
el DGGE no nos aporta suficiente información sobre el microorganismo en cuestión. 
 
 
7.2. FILOGENIA DE LOS AISLADOS BACTERIANOS 
 
En este estudio el haber empleado métodos de cultivo como la reactivación de células 
en estado viable no cultivable, dio como resultado el aislamiento de cepas 
pertenecientes a grupos taxonómicos que no se habían podido cultivar después de ser 
almacenadas como barridos; además permitió aislar géneros que no se habían descrito 
anteriormente para caracol pala (Stevenson et al., 2004; Davis et al., 2005; Stott et al. 
2008; Acosta et al., 2009) 
Los aislados bacterianos identificados a través de las secuencias del gen rRNA 16S 
como Psychrobacter sp. y Halomonas sp. en este estudio, habían sido previamente 
descritos en el caracol pala (Acosta et al., 2009), exceptuando los géneros 
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Oceanobacillus, Micrococcus y Exiguobacterium. Bacterias pertenecientes al género 
Psychrobacter han sido relacionadas en el GenBank con bacterias no cultivables (Tabla 
4). Las diversas estrategias como el uso de agua de mar para la preparación de los 
medios de cultivo, el protocolo de resucitación, así como la temperatura de incubación, 
posiblemente propiciaron la recuperación de bacterias que hasta ahora habían sido 
reportadas como no cultivables (Whitesides y Oliver, 1997). 
El uso del método de resucitación de bacterias en estado viable no cultivable, aseguro la 
recuperación de algunos grupos bacterianos previamente descritos, sin embargo, al 
contrastar con el número de bandas observadas en los perfiles de DGGE de los barridos 
(cultivables), se podría concluir que el proceso de resucitación no fue del todo exitoso.  
La construcción del árbol filogenético usando el método de Neighbor-joining y el 
estimador de distancias Jukes Cantor con secuencias de referencia relacionadas permitió 
dilucidar la presencia de cinco agrupaciones taxonómicas a nivel de género en los 
aislados como se describió previamente en los resultados (Fig. 4). 
Para la construcción de árboles filogenéticos Neighbor-joining es el método más 
utilizado frecuentemente debido a su velocidad y precisión. Todos los métodos para la 
construcción de árboles filogenéticos tienen un mismo punto de origen el alineamiento 
múltiple. Cuando un alineamiento múltiple es creado una hipótesis evolutiva es 
generada automáticamente (Yang y Zhang, 2008). 
Muchos de los algoritmos actuales son heurísticos, por ende conducen a una solución 
aproximada. Los alineamientos múltiples son sensibles a los cambios en los parámetros 
de puntuación, así que en muchos casos el alineamiento múltiple que refleja la 
verdadera historia evolutiva es desconocido. Un estudio previo muestra que cuando se 
usan secuencias con una longitud entre 500 y 1500 bp Jukes-Cantor y Kimura (Kimura, 
1980), básicamente, tenían el mismo rendimiento en el agrupamiento al azar, mientras 
que el rendimiento para Tamura-Nei fue más alto (Yang y Zhang, 2008). Cuando se 
utilizo en este estudio el estimador de distancias Tamura–Nei (Anexo 15) los resultados 
en la estructura de los árboles construidos usando Neighbor-joining fue similar a cuando 
se usaron los modelos de Kimura y Jukes-Cantor. Estudios sobre el análisis filogenético 
de comunidades microbianas muestran la aplicación de varios estimadores de distancias 
(Tian et al., 2008; Kobayashi et al., 2012). Si el número de sustituciones de nucleótidos 
por sitio para la mayoría de las secuencias divergentes es relativamente pequeño (por 
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ejemplo < 0,2), muchas de las medidas de distancia ofrecen básicamente la misma 
estimación. En éste caso, es suficiente utilizar Jukes-Cantor o Kimura como estimadores 
de distancias para la construcción de árboles filogenéticos usando Neighbor- joining 
(Tateno et al., 1994)  
El comportamiento de un método filogenético basado en un modelo puede depender del 
ajuste del modelo a los datos. Para un grupo de secuencias largas con niveles bajos de 
polimorfismo, el modelo puede tener pocos efectos sobre los resultados del análisis. Sin 
embargo, cuando se trabajan con secuencias más divergentes, el uso de un modelo en 
lugar de otro puede alterar los resultados del análisis e incluso conducir a la selección de 
un árbol con una topología inapropiada (Bos y Posada, 2005). 
  
 
7.3. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA  
 
Durante este estudio 23 cepas fueron seleccionadas para evaluar su actividad 
antibacteriana frente a bacterias Gram negativas (Escherichia coli y Pseudomona 
aeruginosa) y Gram positivas (Bacillus subtilis). Los aislados fueron organizados en 
tres agrupaciones taxonómicas (Psychrobacter, Micrococcus y Halomonas), sólo 6 
aislados exhibieron actividad antibiótica. Sin embargo, no se encontró ninguna 
correlación entre las distintas agrupaciones taxonómicas y la actividad antibacteriana 
registrada. Hasta el momento se han reportado bacterias productoras de extractos con 
actividades biológicas en varias especies de corales (Porites luta, Galaxea fascicularis u 
otras) colectadas en la isla Panjang en Indonesia los cuales fueron probados contra 
Escherichia coli, Bacillus subtilis y Micrococcus encontrando que éstas inhiben el 
crecimiento de al menos una de las cepas evaluadas (Radjasa et al., 2008). 
Algunas especies de Micrococcus asociadas a corales inhiben el crecimiento de Gram 
negativos y Gram positivos (Tanaka et al., 2001). Los miembros del genero 
Micrococcus son bacterias heterotróficas distribuidas en varios ambientes (Tanaka et 
al., 2001), con un gran potencial para la producción de compuestos antimicrobianos 
como las bacteriocinas las cuales inhiben el crecimiento de otras bacterias Gram 
positivas, pero no Gram negativas.  
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El interés hacia la búsqueda de nuevos metabolitos desde recursos como las macro 
algas, tunicados y octocorales ha disminuido, sin embargo, los metabolitos obtenidos 
desde bacterias han aumentado considerablemente, puesto que el número de metabolitos 
derivados de algas e invertebrados pueden ser producidos por microorganismos 
asociados (Faulkner 2000). 
Existen pocos reportes de metabolitos secundarios bioactivos relacionados con la 
bacteria psicrófila Psychrobacter sp. no obstante, estudios previos han descrito 16 
dipéptidos cíclicos aislados desde un Psychrobacter sp., obtenido de una esponja marina 
Stelletta sp., los dipéptidos cíclicos poseen diversas actividades biológicas como 
propiedades antibacterianas (Li et al., 2008).Otro género ampliamente reportado es 
Halomonas de las cuales varias especies exhiben actividades antibacterianas frente a 
bacterias Gram positivas con halos de inhibición entre 15 y 25 mm y actividad 
citotóxica frente a líneas celulares tumorales (Bitzer et al., 2006) 
A pesar de haber encontrado varios géneros bacterianos en el caracol con propiedades 
antimicrobianas contra bacterias Gram positivas y negativas, que incluso han sido 
reportados previamente como productores de sustancias inhibitorias, aún no es posible 
deducir el verdadero potencial antimicrobiano de las comunidades bacterianas asociadas 
a este molusco, las métodos de cultivo en placas en agar marino para el aislamiento de 
bacterias asociadas al caracol son restrictivos, puesto que el total de los 
microorganismos cultivados no representan la gran diversidad biológica de las 
comunidades bacterianas. Si no se tiene en cuenta a todos los microorganismos es 
posible subestimar el verdadero potencial de las especies microbianas. El uso de medios 
de caldos de cultivo para la obtención de metabolitos secundarios podría afectar la 
producción de estos, las células sometidas a condiciones diferentes a las acostumbradas 
en su ambiente natural pueden dejar de producir moléculas que antes eran necesarias 
para su supervivencia, Diggle et al., 2007 describieron que la ausencia de agentes que 
estimulan la producción de proteasas en Pseudomona aeruginosa no afectan su 
desarrollo cuando ésta es cultivada en caldo LB, debido a que los subproductos 
resultantes de la acción de las proteasas no son necesarios para el crecimiento celular en 
ese medio de cultivo. Los cambios en los medios de cultivos también pueden afectar la 
producción de metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas (Yan, 2002; 
Yan et al., 2002) Los procesos de comunicación célula-célula (quórum sensitivo) en la 
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producción de las moléculas de señalización son importantes en ambientes altamente 
competitivos como los océanos. Es poco lo que conocemos sobre microorganismos 
asociados al caracol, además aún no se ha comprendido cuál es la función que 
desempeñan éstos microbios en él, la producción de sustancias por parte de bacterias 
asociadas al caracol podrían tener un propósito y dadas las condiciones especiales en 
ese hábitat ser producidas exclusivamente allí, teniendo en cuenta que se han descrito en 
bacterias que coexisten con plantas u otras bacterias, la elaboración de moléculas de 
señalización que estimulan la producción de compuestos necesarios para la defensa de 
esos organismos (Diggle et al., 2007). La escasa información sobre el sistema 
inmunológico en gastrópodos, no permite precisar sobre la función que su microbiota 
desempeña en la respuesta innata a través de la producción de péptidos antimicrobianos. 
Herramientas moleculares para el estudio meta genómico posiblemente ayuden a 
elucidar y caracterizar los genes o familias de genes microbianos que codifican para 
proteínas o péptidos antimicrobianos en ambientes naturales. Además la purificación de 
proteínas a partir de los extractos antimicrobianos es indispensable para conocer con 
exactitud cuáles son las moléculas metabólicamente activas. Estudios realizados en 
caracoles pertenecientes a la familia planorbidae reportados en un artículo no publicado 
describen cuan diversa puede ser la microbiota bacteriana (23 filos bacterianos) de estos 
caracoles tan sólo en el intestino, sugiriendo la necesidad de estudios adicionales para 
determinar el papel de estos microbios en el fisiología de los caracoles (Van Horn et al., 
en prensa). La presencia de bacterias asociadas al caracol pala con propiedades 
antibacterianas reportadas en este estudio, hacen parte de la vasta diversidad que hasta 
hace muy poco había sido ignorada en este molusco, no se sabe en realidad si estos 
microbios son benéficos o patógenos para el caracol puesto que algunos se comportan 
como patógenos oportunistas en humanos, sin embargo, éste es el momento para 
empezar a describir las propiedades bioactivas de estas bacterias sobre otros procariotas.  
 
 
7.4. ACTIVIDAD ENZIMÁTICA  
 
Nithyanand et al., 2011 y Süβ et al., 2004 reportaron el aislamiento de γ-
Proteobacteria, Actinobacteria y Firmicutes, los mismos tres grupos bacterianos a nivel 
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de filo encontrados en este estudio. Los grupos bacterianos cultivables dominantes 
fueron Psychrobacter (74%) y Halomonas (15%); resultados similares fueron obtenidos 
en un estudio realizado en el sur de Okinawa en los sedimentos marinos (Dang et al., 
2009). Además tres aislados desde el intestino de los caracoles pala fueron identificados 
como Exiguobacterium sp. cepas productoras de amilasas y proteasas. 
Los microorganismos del intestino son muy importantes para la nutrición de muchos 
invertebrados e incluso moluscos (Harris, 1993). Conociendo que el caracol pala se 
alimenta de algas marinas, las cuales contienen grandes cantidades de carbohidratos 
(Becker, 2007). Se ha descrito previamente que la microbiota depende de los hábitos 
alimentarios de sus hospederos, las amilasas producidas por las especies de 
Exiguobacterium podrían tener un papel importante en los procesos digestivos del 
caracol pala. Hinsa-Leasure et al., 2010 estudiaron dos bacterias adaptadas al frio, 
Exiguobacterium y Psychrobacter, que habían sido aisladas en suelos congelados. 
Algunos miembros pertenecientes a estos dos géneros pueden crecer a temperaturas de  
-5 y -10 °C. Todas las muestras evaluadas en este estudio fueron obtenidas en un 
estudio previo (Acosta et al., 2009), las cuales fueron almacenadas por 
aproximadamente un año a temperaturas entre -10 y -20 °C, esto probablemente sea una 
razón que podría explicar el aislamiento de varias cepas identificadas como 
Psychrobacter, y el aislamiento de tres cepas identificadas como Exiguobacterium, 
trabajando con muestras obtenidas inicialmente desde aguas cálidas y poco profundas.  
Las algas marinas son un buen recurso de proteínas, carbohidratos y lípidos. La 
producción de hidrolasas extracelulares por las bacterias asociadas al caracol reina 
podrían tener importantes implicaciones fisiológicas para el huésped. Los microbios del 
intestino de moluscos como los abulones los cuales se alimentan de algas que contienen 
complejos carbohidratos que resisten a la digestión, excretan enzimas capaces de 
degradar esos compuestos cuando crecen fuera del tracto digestivo de los abulones 
(Sawabe et al., 1995). 
Las poblaciones bacterianas del caracol pueden variar entre ellas dependiendo del 
hábitat al cuál pertenecen. Estudios previos demuestran que la microbiota intestinal de 
algunos organismos varía de acuerdo a la dieta (Yamada et al., 2007). 
El enfoque en los microorganismos no patógenos para los eucariotas cada vez toma más 
importancia entre los zoólogos, la sinergia e interdependencia entre organismos 
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macroscópicos, bacterias, archaeas y hongos como consecuencia de milenios de 
coevolución (Turnbaugh et al., 2007, Biagi el al., 2011). 
Las enzimas extracelulares detectadas en este estudio podrían proveer un recurso para el 
descubrimiento de nuevas enzimas sugiriendo por lo tanto continuar con la evaluación 
de las poblaciones bacterianas relacionadas con el caracol pala. 
A pesar de que no existen reportes sobre bacterias como Exiguobacterium y las 
propiedades metabólicas de estos aislados asociados al caracol, estudios relacionados 
con la producción de hidrolasas, llevados a cabo en sobre el género Exiguobacterium 
han permitido concluir sobre la existencia de enzimas como las pululanasas 
pertenecientes a la familia de las α-amilasas (Salleh et al., en prensa). Las pululanasas 
participan en la hidrólisis del pululano un polisacárido formado por unidades de 
maltriosa. Las células de Exiguobacterium son capaces de hidrolizar el almidón 
(Kulshreshtha et al., 2010), la caseína y la gelatina, tal como se ha evidenciado en este 
estudio. Bacterias psicrotolerantes aisladas desde el suelo identificadas como 
Exiguobacterium sp. conocidas por sus habilidades extremofilas y la producción de 
enzimas amilasas, 400 µ/ml después de nueve horas de incubación (Hosseini et al., 
2009) manifiestan que la producción de estas enzimas en Exiguobacterium aislados 
desde el caracol podría mejorar. La optimización de las condiciones de crecimiento en 
cultivo tales como temperatura, pH, tiempo y el uso de diferentes sustratos como fuente 
de carbono y nitrógeno ayudarían a establecer el punto para la máxima producción de 
estas exoenzimas.  
Estudios relacionados con la producción de proteasas extracelulares por 
Exiguobacterium en sobrenadantes de los cultivos muestran valores similares a los 
obtenidos en esta investigación en unidades por miligramo de proteína, con una mayor 
actividad cuando la enzima es purificada (Kasana y Yadav, 2007). Estudios adicionales 
tales como el aislamiento de genes y la completa caracterización de las enzimas usando 
sustratos específicos son sugeridos.  
 
En un estudio previo relacionado con la purificación y caracterización de proteasas 
producidas por Bacillus subtilis, la actividad enzimática medida para el extracto crudo 
enzimático fue de 5 U/mg, esta actividad mejoró después de los procesos de 
purificación, además la temperatura óptima para la actividad proteasa fue de 60°C (Kim 
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y Kim, 2005). Se cree que las proteasas de las bacterias asociadas al intestino de 
crustáceos marinos juegan un papel importante en los procesos de nutrición de sus 
huéspedes (Donachie y Zdanowski, 1998). Denner et al., 2001 reportaron una especie 
de Psychrobacter capaz de hidrolizar la gelatina y la caseína aislada de un crustáceo.  
La actividad lipolítica medida a partir de un extracto celular de un producto de la 
clonación de un gen para lipasas obtenido desde un Psychrobacter, es similar a las 
obtenidas para las especies de Psychrobacter que registraron actividad lipasa en este 
estudio (Zhang et al., 2007). 
Esterasas y lipasas derivadas de Exiguobacterium acetylicum han sido reportadas 
previamente, con una alta actividad esterasa sobre pNPA (p-nitrofenil acetato) pero una 
baja actividad lipasa sobre pNPP (p-nitrofenil palmitato) (Hwang et al., 2005), los 
resultados obtenidos en este estudio no permiten concluir sobre la actividad esterasa 
pero si sobre la actividad lipasa medida en el sobrenadante obtenido desde el cultivo de 
la especie Exiguobacterium aislada desde el caracol pala, la cual es un poco mayor a la 
registrada por la cepa de Exiguobacterium acetylicum. 
Microorganismos pertenecientes al género Psychrobacter que han sido aislados en 
lugares con bajas temperaturas han sido previamente reportados como productores de 
enzimas lipolíticas. Además han logrado elucidar cuales son los genes implicados en el 
metabolismo de lípidos, y expresar tales genes utilizando la maquinaria celular de otros 
organismos procariotas. Estas hidrolasas son importantes dada las condiciones abióticas 
(temperatura, pH y salinidad) bajo las cuales crecen los microorganismos a partir de los 
cuales han sido aisladas. En el presente trabajo se ha llevado a cabo un estudio 
preliminar de la microbiota vinculada a caracoles pala, se sabe que muchos de los 
microorganismos asociados a invertebrados participan en procesos de defensa y 
degradación de proteínas carbohidratos y ácidos grasos, gracias a la producción de 
péptidos, enzimas. 
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8. CONCLUSIONES 
 
 
Un metaorganismo está representado por más de un individuo, los procesos de 
coevolución han permitido mantener unidos a cientos de individuos en comunidades 
complejas en el tiempo y en el espacio. Los cambios ambientales o de lugar, 
probablemente afecten este equilibrio, propiciando la formación de nuevas asociaciones 
que de alguna u otra forma harán más susceptible o más exitosos a algunos. La muerte 
de los corales debido a la pérdida de este equilibrio y la extinción de ciertas especies 
como resultado de la influencia antropogénica sobre los ecosistemas son tan sólo un par 
de ejemplos, para dimensionar el problema, es decir, el efecto de los cambios sobre un 
organismo. Las relaciones entre múltiples genotipos (individuos de especies diferentes) 
y entre fenotipos (proteínas y hormonas), son estudiadas ahora. Aún es poco lo 
conocido sobre la diversidad microbiana del caracol comparado con otros invertebrados 
marinos, no obstante el desarrollo de este estudio mediante la implementación de 
técnicas dependientes e independientes de cultivo ha permitido empezar a hacer juicios 
e hipótesis sobre la compleja estructura de sus comunidades bacterianas y el potencial 
de las bacterias asociadas con propiedades metabólicas antibacterianas e hidrolíticas. Es 
claro que el conocimiento sobre la diversidad genética del caracol pala es importante, 
pero también lo es, el conocer la diversidad microbiana, para explicar en forma conjunta 
los cambios que suceden entre poblaciones; ¿cuál es la dinámica de las poblaciones 
microbianas en el caracol, de acuerdo al hábitat, en individuos sanos y enfermos, en 
caracoles pertenecientes a poblaciones distantes y aisladas reproductivamente? 
 
De acuerdo con el planteamiento anterior y los resultados encontrados en este estudio se 
ha llegado a las siguientes conclusiones: 
 
 Se ha podido apreciar diferencias significativas entre las poblaciones bacterianas 
asociadas a caracoles silvestres y en cautiverio, lo cual sugiere el cambio de las 
poblaciones de acuerdo al hábitat donde se encontraban los caracoles, sin 
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embargo, se debe ser muy cuidadoso con los análisis realizados cuando se utiliza 
solamente el DGGE.  
 
 En el análisis de los clusters los patrones de bandeo de las muestras de DNA 
obtenidas del alimento de caracoles en cautiverio y silvestres estaban más 
relacionados con las muestras de DNA de la baba de caracoles en cautiverio. El 
cambio en las condiciones ambientales, posiblemente esté vinculado a estas 
variaciones entre las poblaciones bacterianas naturales de los caracoles, con 
predominio de nuevas especies sobre las especies nativas, o el florecimiento de 
especies bacterianas con mejores respuestas adaptativas, las cuales estaban 
presentes en el alimento de los caracoles. La restricciones en el flujo del agua y 
una mayor densidad de alimento en los estanques comparado con el hábitat de 
los caracoles silvestres, podría también explicar la similitud en los perfiles de 
bandeo entre las muestras derivadas de la baba de caracoles en cautiverio y los 
perfiles de las muestras de alimento. 
 
 Los grupos bacterianos identificados a partir de las secuencias de las bandas de 
DGGE son diferentes a los identificados a partir de las secuencias de los 
microorganismos cultivados usados en las pruebas enzimáticas. La mayoría de 
los aislados identificados por secuenciación fueron relacionadas con bacterias 
que no habían sido cultivadas y reportadas en trabajos llevados a cabo en 
hospederos y hábitats marinos. Así, se cuenta con un nuevo grupo de bacterias 
que no han sido estudiadas, y de acuerdo a los resultados preliminares, son 
prometedoras en cuanto a producción de enzimas, además de tener otras posibles 
aplicaciones, por ejemplo, la producción de péptidos antimicrobianos. 
Adicionalmente algunas de las secuencias encontradas se relacionaron patógenos 
oportunistas de plantas y animales, el papel de estos microbios en organismos 
acuáticos es aún poco comprendido, otros de los microorganismos identificados 
han sido reportado por haberse encontrado en asociación con otros eucariotas 
secretando metabolitos con propiedades bioactivas contra varios organismos. 
Los microorganismos identificados en este estudio no representan toda la 
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diversidad microbiana asociada al caracol pala, pero probablemente sean 
importantes para el hospedero.  
 
 La actividad antibacteriana de los aislados asociados al caracol, no es específica 
de un grupo bacteriano, la recuperación de más bacterias cultivables 
pertenecientes a otras agrupaciones filogenéticas desde los caracoles palas, sería 
de gran utilidad para complementar esta investigación e inferir sobre las 
propiedades antibacterianas de cada grupo. Miembros del mismo género a los 
identificados en este estudio Halomonas y Psychrobacter, han sido reportados 
como productores de moléculas antimicrobianas (biocinas, dipéptidos) en 
investigaciones anteriores. La elucidación de las estructuras moleculares de los 
metabolitos con propiedades antibacterianas en los extractos evaluados debe ser 
considerada en estudios posteriores.  
 
 Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, las cepas que presentaron 
producción de enzimas hidrolíticas podrían llegar a tener una aplicación 
potencial a nivel industrial, en el caso de procesos fermentativos (amilasas y 
lipasas), la fabricación de detergentes (proteasas) la industria de la leche 
(lipasas), el tratamiento de residuos industriales (proteasas), la producción de 
papel (celulasas), entre otros. Las enzimas halotolerantes especialmente aquellas 
aisladas de organismos marinos son ampliamente estudiadas gracias a su amplia 
versatilidad, la capacidad para adaptarse a diferentes pH, temperaturas, en 
presencia de iones u otras moléculas. Evaluar todas estas condiciones en las 
enzimas de los organismos descritos en este trabajo, permitiría conocer el mejor 
comportamiento de estas moléculas e incluso localizar y caracterizar los genes 
enzimáticos o mejorar un proceso industrial. Al comparar las extractos 
enzimáticos con enzimas comerciales se pudo apreciar que la actividades 
estaban por debajo de los valores de actividad registrados para enzimas 
comerciales como las α-amilasas y las proteasas, por lo tanto los métodos y las 
condiciones en las que ocurre el proceso deberán ser replanteados en términos de 
la temperatura, pH, salinidad, sustrato, entre otros aspectos, en aras de conseguir 
una mejor producción de las enzimas en los extractos que puedan ser 
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comparables con las actividades de las enzimas comerciales e importantes para 
la industria en el país.  
 
 En líneas generales en este estudio el análisis de las secuencias del rDNA 16S y 
de los perfiles obtenidos por DGGE mediante análisis de similitud, permiten 
inferir sobre comunidades bacterianas únicas, diversas e igualmente complejas 
en el caracol, adicionalmente es el primer informe sobre la presencia de cepas 
productoras de hidrolasas extracelulares. La información obtenida en estudio 
permitirá enfocarse en aquellas cepas que podrían llegar a ser importantes en 
procesos biotecnológico tras una mejora en las condiciones en los procesos de 
producción de biocatalizadores por parte de los aislados que han registrado 
mejores actividades hidrolasas.  
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ANEXOS 
 
 
Anexo 1. Caracterización morfológica microscópica y macroscópica de los aislados 
bacterianos asociados al caracol pala 
 
Cepa 27CpOI17: Bacilos Gram positivos 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
18CpOB10: Cocobacilos Gram negativos. 
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20CpOB13: Cocos Gram positivos 
 
 
29CpOB11: Bacilos Gram positivos  
 
    
Cepa 19CpB3: Cocobacilos Gram negativos 
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 12CpOA5: Bacilos Gram negativos  
 
Caracterización fenotípica de los aislados obtenidos desde las muestras (OiS, BiS, OiC, 
BiC, ObS, BbS, ObC, BbC, OaS, BaS, OaC, BaC) asociadas al caracol pala.  
Aislado  Morfología 
microscópica  
Tinción de Gram Morfología de la colonia 
18CpOB10 
 
Cocos bacilos 
  
Negativos  
  
Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color crema, tamaño mediano. 
19CpB3 
 
Cocobacilos 
  
Negativos 
  
Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación convexa, color crema, tamaño mediano. 
21CpBI7 
 
Cocos 
 
  
Negativos 
  
Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color crema, tamaño mediano. 
25CpB1 Cocos  Negativos  Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color crema, tamaño mediano. 
7CpBB10 Bacilos  Negativos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color crema, tamaño mediano. 
10CpBB10 Cocos Negativos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación ligeramente convexa, color blanco, tamaño 
pequeño. 
2CpBB11 Cocos  Negativos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color blanco, tamaño grande. 
5CpBB11 Cocobacilos Negativos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color blanco, tamaño mediano. 
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Aislado  Morfología 
microscópica  
Tinción de Gram Morfología de la colonia 
8CpBB11 Diplococos  Negativos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color blanco, tamaño mediano. 
2CpBB12 Cocos  Negativos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color blanco, tamaño mediano. 
4CpBB13 Diplococos  Negativos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color blanco, tamaño grande. 
5CpBB13 Diplococos Negativos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color blanco, tamaño mediano. 
6CpOI15 Cocos Negativos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color crema, tamaño mediano. 
13CpOI15 Cocos  Negativos  Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color crema, tamaño mediano. 
24CpOI15 Cocos  Negativos  Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color crema, tamaño mediano. 
28CpOI15 Cocos Negativos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color crema, tamaño pequeño. 
1CpBA3TC
BS 
Cocos  Negativos Forma circular, margen entero, superficie lisa, elevación 
plana, color blanco, tamaño pequeño. 
5CpBA3 Cocos Negativos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color blanco, tamaño mediano. 
1CpBA4 Diplobacilos Negativos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación ligeramente convexa, color blanco, tamaño 
mediano. 
3CpBA4 Diplobacilos Negativos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plano, color blanco, tamaño mediano. 
3CpBB11 Cocos  Negativos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
cremosa, elevación ligeramente convexa, color crema, 
tamaño pequeño 
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Aislado   Morfología 
microscópica  
Tinción de Gram Morfología de la colonia 
1CpBB14 Cocos  
 
Negativos  Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color crema, tamaño mediano. 
7CpME8 Cocos  Negativos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación Plana, color crema, tamaño mediano. 
3CpBB10 Cocos Negativos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color crema, tamaño pequeño. 
2CpBB14 Cocos Negativos  Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color blanco, tamaño pequeño. 
6CpBB14 Cocobacilos  Negativos Forma irregular, margen ondulado, superficie lisa, 
elevación plana, color blanco, tamaño mediano. 
8CpBB14 Cocos Negativos Forma circular, margen entero, superficie lisa, elevación 
ligeramente convexa, color crema, tamaño pequeño. 
1CpBB10 Cocos Negativos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color crema, tamaño mediano. 
8CpME9 Cocos  Negativos  Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color crema, tamaño mediano. 
1CpB4 Diplococos  Negativos  Forma circular, margen entero, superficie lisa, elevación 
plana, color blanco, tamaño mediano. 
3CpB4 Diplococos Negativos  Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color blanco, tamaño mediano. 
10CpB4 Diplococos Negativos s Forma circular, margen entero, superficie lisa, elevación 
plana, color blanco, tamaño mediano. 
5CpOI8 Bacilos  Negativos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color crema, tamaño mediano. 
22CpB4 Cocos bacilos Negativos  Forma circular, margen entero, superficie lisa, elevación 
plana, color crema, tamaño mediano. 
26CpOI8     Bacilos Negativos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color crema, tamaño mediano. 
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Aislado   Morfología 
microscópica  
Tinción de Gram Morfología de la colonia 
1CpB10 Cocobacilos  Negativos  Forma circular, margen entero, superficie lisa, elevación 
plana, color blanco, tamaño grande. 
12CpOA5 Bacilos  Negativos  Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color crema, tamaño mediano. 
2CpOI6      Bacilos Negativo Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color crema, tamaño mediano. 
27CpOI17 Bacilos  Positivos  Forma circular, margen entero, superficie lisa, elevación 
plana, color amarillo, tamaño grande. 
5CpBI9     Bacilos  Positivos  Forma circular, margen entero, superficie lisa, elevación 
plana, color amarillo, tamaño mediano. 
3CpBI9TC
BS  
Bacilos  Positivos Forma circular, margen entero, superficie lisa, elevación 
plana, color amarillo, tamaño mediano. 
29CpOB11 
   
Bacilos  Positivos  Forma irregular, margen ondulado, superficie lisa, 
elevación plana, color amarillo, tamaño grande. 
20CpOB13 
  
Cocos  Positivos Forma circular, margen débilmente ondulado, superficie 
lisa, elevación plana, color crema, tamaño mediano. 
 
 
Anexo 2. Geles de poliacrilamida teñidos con nitrato de plata (Fragmentos del gen 
rRNA 16S amplificados con los primers 341F y 907R) 
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Anexo 3. Matrices  
 a) Matriz de similitud (Coeficiente de Dice)  
a) 
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66.7
58.3
71.4
52.7
41.5
72.7
58.6
49.3
35.2
53.3
45.0
87.0
72.3
96.6
71.3
57.6
38.2
32.2
60.9
82.4
87.5
66.6
58.4
70.0
54.5
52.3
84.2
66.6
48.6
87.5
35.0
31.0
17.9
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100
46.2 100
44.4 46.2 100
41.7 42.1 66.7 100
50.0 31.6 50.0 66.7 100
28.6 44.4 42.9 40.0 50.0 100
55.6 30.8 66.7 50.0 66.7 71.4 100
37.5 54.5 62.5 54.5 45.5 33.3 37.5 100
15.4 25.0 61.5 31.6 21.1 0.0 15.4 72.7 100
33.3 57.1 33.3 33.3 11.1 25.0 16.7 60.0 57.1 100
31.6 42.9 52.6 48.0 32.0 40.0 31.6 58.8 42.9 46.2 100
37.0 27.3 29.6 30.3 48.5 26.1 29.6 32.0 18.2 19.1 28.6 100
38.1 37.5 38.1 29.6 37.0 35.3 38.1 42.1 12.5 26.7 18.2 53.3 100
43.5 44.4 34.8 41.4 34.5 21.1 26.1 38.1 22.2 23.5 25.0 43.8 46.2 100
30.0 13.3 30.0 30.8 23.1 25.0 20.0 44.4 26.7 14.3 38.1 41.4 43.5 48.0 100
38.1 25.0 38.1 29.6 37.0 23.5 19.1 52.6 37.5 26.7 36.4 46.7 58.3 46.2 87.0 100
47.6 25.0 57.1 37.0 44.4 23.5 47.6 52.6 37.5 26.7 36.4 26.7 33.3 38.5 69.6 75.0 100
52.2 11.1 43.5 41.4 34.5 31.6 52.2 38.1 22.2 11.8 33.3 37.5 38.5 35.7 72.0 69.2 69.2 100
58.3 21.1 50.0 40.0 40.0 20.0 50.0 45.5 31.6 22.2 40.0 36.4 44.4 41.4 69.2 74.1 74.1 96.6 100
23.5 16.7 35.3 17.4 26.1 15.4 11.8 40.0 33.3 18.2 33.3 23.1 30.0 18.2 52.6 60.0 60.0 54.5 60.9 100
55.6 30.8 44.4 50.0 33.3 14.3 33.3 50.0 46.2 33.3 21.1 14.8 38.1 34.8 30.0 38.1 47.6 34.8 41.7 35.3 100
34.8 11.1 34.8 41.4 34.5 10.5 26.1 38.1 33.3 23.5 25.0 31.3 38.5 35.7 24.0 30.8 38.5 28.6 34.5 18.2 60.9 100
35.3 33.3 23.5 43.5 26.1 0.0 11.8 40.0 33.3 36.4 22.2 15.4 30.0 36.4 21.1 30.0 30.0 27.3 43.5 12.5 58.8 63.6 100
33.3 30.8 33.3 41.7 16.7 0.0 11.1 37.5 46.2 33.3 31.6 22.2 38.1 43.5 20.0 28.6 28.6 34.8 41.7 11.8 55.6 52.2 82.4 100
37.5 18.2 37.5 36.4 18.2 0.0 25.0 28.6 36.4 40.0 23.5 24.0 42.1 28.6 33.3 31.6 42.1 28.6 27.3 13.3 50.0 57.1 66.7 62.5 100
55.6 30.8 33.3 41.7 25.0 0.0 11.1 37.5 15.4 33.3 21.1 22.2 38.1 26.1 30.0 28.6 28.6 26.1 33.3 11.8 77.8 52.2 70.6 66.7 87.5 100
52.6 28.6 31.6 40.0 32.0 13.3 21.1 35.3 42.9 30.8 20.0 28.6 36.4 33.3 28.6 45.5 27.3 33.3 40.0 11.1 63.2 50.0 66.7 63.2 58.8 73.7 100
52.6 14.3 52.6 32.0 40.0 26.7 31.6 35.3 28.6 46.2 30.0 35.7 54.5 41.7 38.1 54.5 36.4 41.7 48.0 22.2 42.1 50.0 44.4 42.1 47.1 52.6 70.0 100
30.0 13.3 20.0 38.5 38.5 0.0 10.0 22.2 26.7 14.3 9.5 20.7 34.8 48.0 27.3 34.8 17.4 32.0 38.5 10.5 40.0 56.0 63.2 60.0 44.4 50.0 57.1 47.6 100
44.4 15.4 66.7 41.7 58.3 14.3 66.7 50.0 30.8 33.3 21.1 14.8 38.1 17.4 20.0 28.6 47.6 43.5 50.0 35.3 55.6 52.2 47.1 44.4 50.0 44.4 42.1 52.6 30.0 100
52.6 28.6 52.6 48.0 56.0 26.7 63.2 47.1 28.6 30.8 30.0 21.4 36.4 16.7 19.1 36.4 45.5 41.7 48.0 33.3 63.2 50.0 55.6 42.1 58.8 52.6 60.0 50.0 28.6 84.2 100
36.4 23.5 45.5 50.0 42.9 0.0 36.4 40.0 11.8 25.0 17.4 25.8 40.0 37.0 25.0 32.0 32.0 29.6 35.7 38.1 54.5 51.9 57.1 45.5 40.0 45.5 52.2 43.5 41.7 63.6 69.6 100
44.4 30.8 33.3 58.3 41.7 14.3 33.3 37.5 15.4 33.3 21.1 29.6 28.6 34.8 20.0 28.6 28.6 26.1 25.0 11.8 44.4 52.2 58.8 33.3 25.0 44.4 42.1 42.1 30.0 33.3 42.1 54.5 100
37.5 36.4 25.0 54.5 27.3 16.7 37.5 14.3 0.0 20.0 11.8 24.0 21.1 38.1 22.2 10.5 21.1 28.6 27.3 13.3 25.0 28.6 40.0 25.0 14.3 25.0 23.5 23.5 33.3 25.0 23.5 50.0 87.5 100
26.7 20.0 13.3 0.0 28.6 18.2 13.3 30.8 0.0 0.0 0.0 25.0 22.2 20.0 23.5 22.2 33.3 30.0 28.6 14.3 26.7 30.0 0.0 0.0 15.4 13.3 25.0 25.0 11.8 26.7 25.0 10.5 13.3 15.4 100
V1 W1 X1 Y1 Z1 
100 
bp 
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b) Matriz de datos binarios (Presencia (1) y ausencia de bandas (0)) 
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Matriz binaria de datos  
 
Anexo 4. Análisis de similitud ANOSIM usando el software PAST 
Jaccard                                           Bray-Curtis  
 
Análisis de disimilitud (SIMPER) 
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Anexo 5. Trazas de secuencias de las bandas obtenidas a partir del DGGE 
Cap Contig assembly program (L1) 
 
L1- 341F 
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L1-907R  
 
Cap Contig assembly program (G3) 
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Cap Contig assembly program (H2) 
 
 
Trazas de secuencias que no pudieron ser editadas 
Cap Contig assembly program (O1)  
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Anexo 6. Establecimiento de las afiliaciones filogenéticas a través del RDP y el Blastn 
para las secuencias de nucleótidos de las bandas obtenidas por DGGE.  
 
RDP: Ribosomal Database Project 
L1 
 
Blastn  
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R1- RDP 
 
 
R1- Blastn 
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A21-RDP 
 
 
A21-Blastn 
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I3-RDP  
 
 
I3-Blastn 
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Anexo 7. Alineamiento múltiple con Clustal W de las secuencias obtenidas desde las 
bandas escindidas en los geles de DGGE 
 
 
Anexo 8. Identificación taxonómica y posición filogenética de los aislados bacterianos 
asociados al caracol pala 
10CpBB10 
 
112 
 
  
 
 
Anexo 9. Alineamiento múltiple con Clustal W de las secuencias correspondientes a los 
aislados.  
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Anexo 10. Evaluación de producción de enzimas hidrolíticas de las cepas aisladas de 
Strombus gigas. 
a) Hidrólisis de lípidos por 3CpBB10. b) Hidrólisis de caseína por 22CpB4. c) 
Hidrólisis del almidón por 27CpOI17 d) Hidrólisis de la celulosa por 1CpB10. 
 
 
 
 
 
 
 
 
. 
 
 
 
 
 
Actividad enzimática de los aislados bacterianos asociados al caracol pala.  
Origen Aislados Actividades enzimáticas 
Amilasa 
Proteasas 
Celulasa Lipasa Gelatina Caseína 
BbS 
18CpOB10 - + - - - 
20CpOB13 - - - - - 
29CpOB11 - - - - - 
1CpBB10 - - + - - 
3CpBB10 - - + - + 
7CpBB10 - - - - - 
10CpBB10 - - + - + 
2CpBB11 - - - - + 
3CpBB11 - - + - - 
5CpBB11 - - - - - 
a b 
d c 
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Origen 
Aislados 
Actividades enzimáticas 
Amilasa Proteasas Celulasa Lipasa 
  Gelatina Caseína   
BbS 
8CpBB11 - - + - - 
1CpBB14 - - + - - 
2CpBB14 - - + - + 
6CpBB14 - - - - + 
8CpBB14 - - - - + 
1CpBB12 - - + - + 
2CpBB12 - - - - - 
1CpBB13 - - - - - 
2CpBB13 - - + - + 
4CpBB13 - - - + - 
5CpBB13 - - - - - 
3CpBB12  - - - - + 
1CpBB13 1  - - + - + 
3CpBB13 2 - - + - + 
BbC 
19CpB3 +     
22CpB4 + + + +  
25CpB1  - - - + 
1CpB4 - - - - - 
3CpB4 - - + - - 
9CpB4 - - - - - 
10CpB4 - - + - - 
BaS 
Cp11 - - - - - 
12CpOA5 - - - - - 
1CpBA4 - - - - - 
3CpBA4 - - - - - 
1CpBA3 
TCBS - - + + - 
5CpBA3 - - - - - 
1CpBA5 - - + - + 
4CpBA5 - - + + + 
BaC 1CpB10 - - + + - 
BiS 2CpOI6 - - - - - 
115 
 
Origen 
 
Aislados Actividades enzimáticas 
Amilasa Proteasas Celulasa Lipasa 
  Gelatina Caseína   
BiS 
5CpOI8 - - + - - 
6CpOI15 - - - - - 
13CpOI15 - - - - - 
21CpBI7 - - - - - 
24CpOI15 - - + - + 
26CpOI8 + - - - - 
27CpOI17 + - + - - 
28CpOI15 - - + - - 
2CpBI9 
TCBS - - + + + 
3CpBI9 
TCBS + - + - + 
5CpBI9 + - + - + 
2CpBI7 - - + - + 
5CpBI8 - - + - + 
BaS Cp10 - - - - - 
Estanque 
8CpME9 - - - - + 
Cp7 - - + - - 
 
Anexo 11. Resultados colorimétricos para la curva de glucosa usada para la 
determinación de azucares reductores.  
                         
 
Anexo 12. Resultados de la determinación de proteínas usando el reactivo de Bradford  
116 
 
 
 
Anexo 13. Resultados colorimétricos para la curva de L- tirosina usada para la 
determinación de proteasas.  
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Anexo 14. Resultados colorimétricos para la curva de p-NP usada para la determinación 
de lipasas.  
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Anexo 15. Árbol filogenético de los aislados bacterianos usando el método de 
Neighbor- joining y el estimador de distancias Tamura–Nei. 
 
 2CpBB12
 19CpB3
 25CpB1
 21CpBI7
 5CpBB11
 18CpOB10
 5CpBB13
 2CpBB11
 8CpBB11
 4CpBB13
 10CpBB10
 7CpBB10
(FJ695576.1) Uncultured Psychrobacter sp.  
 1CpBB10
 3CpBA4
 3CpBB11
 (HM566079.1) Psychrobacter sp. 
 5CpBA3
 1CpBA4
 2CpBB14
 28CpOI15
(EF101550.1) Psychrobacter celer  
 6CpOI15
(EU371568.1) Uncultured Psychrobacter sp.  
 1CpBA3TCBS
(FJ695592.1)  Uncultured Psychrobacter sp. 
(FJ695589.1) Uncultured Psychrobacter sp.  
 3CpBB10
 24CpOI15
(DQ399761.1) Psychrobacter sp.
 13CpOI15
 1CpBB14
 8CpBB14
 6CpBB14
(NR_028948.1) Psychrobacter nivimaris  
(NR_025457.1) Psychrobacter submarinus  
 (NR_025531.1) Psychrobacter fozii
 1CpB4
 3CpB4
 10CpB4
(GU570642.1) Psychrobacter sp. 
Psychrobacter
(NR_027219.1) Halomonas axialensis  
 2CpOI6
(AB166968) Halomonas sp.
 26CpOI8
 5CpOI8
 1CpB10
 22CpB4
 12CpOA5
 (AM403725.1 ) Halomonas sp.
Halomonas
Gammaproteobacteria
 20CpOB13
(GU213502.1) Micrococcus sp. 
Micrococcus
(NR_037113.1)  Micrococcus luteus  
Actinobacteria
 29CpOB11
(DQ358670.1) Oceanobacillus sp.  
(NR_028952.1)  Oceanobacillus picturae 
Oceanobacillus
(NR_024812.1) Exiguobacterium oxidotolerans  
 3CpBI9TCBS
(DQ407720.1) Exiguobacterium sp.  
 5CpBI9
 27CpOI17
FM203124.1 Exiguobacterium arabatum 
Exiguobacterium
Firmicutes
 (AF421159.1) Crenarchaeote symbiont of Axinella sp.
49
55
54
100
100
100
99
100
89
100
87
66
100
67
62
98
100
100
65
65
11
58
37
66
63
58
37
43
98
43
100
52
0.01
